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“ No dia em que eu saí de casa 
Minha mãe me disse: 
Filha, vem cá! 
Passou a mão em meus cabelos 
Olhou em meus olhos 
Começou falar: 
Por onde você for eu sigo 
Com meu pensamento 
Sempre onde estiver 
Em minhas orações 
Eu vou pedir a Deus 
Que ilumine os passos seus... 
A minha mãe naquele dia 
Me falou do mundo como ele é 
Parece que ela conhecia 
Cada pedra que eu iria 
Por o pé 
E sempre ao lado do meu pai 
Da pequena cidade 
Ela jamais saiu 
Ela me disse assim: 
Minha filha vá com Deus 
Que este mundo inteiro é seu...” 
Joel Marques 
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 Esta pesquisa teve por objetivos: a. enumerar os Clostridium psicrotróficos na forma vegetativa e 
esporulada presentes em cortes bovinos embalados a vácuo e resfriados, deteriorados e não deteriorados; 
b. caracterizar e identificar estes isolados bioquímica e geneticamente, comparando a precisão entre as duas 
metodologias; c. monitorar as possíveis fontes de Clostridium psicrotróficos junto à linha de produção em 
frigorífico no interior do estado de São Paulo; d. testar a habilidade dos isolados, identificados como 
Clostridium psicrotróficos e recuperados tanto a partir dos cortes bovinos quanto a partir de diversas etapas 
ao longo da linha de produção do frigorífico, em reproduzir o defeito de estufamento quando inoculados em 
altas populações em cortes bovinos e acondicionados em embalagens a vácuo e termoencolhimento sob 
condições praticadas pela indústria (6mBar/83°C-3s) ;  e. avaliar se diferentes níveis de vácuo e 
termoencolhimento teriam efeito sobre as características do estufamento dos isolados que melhor 
reproduziram o defeito; f. analisar as características físicas das embalagens primárias e secundárias bem 
como possíveis danos após simulação de transporte para distância de 500km que pudessem favorecer a 
incidência de Clostridium psicrotrófico ou outras espécies contaminantes. Para as enumerações foram 
utilizadas 8 amostras deterioradas (6 contra-filés, 1 cupim bovino e 1 picanha bovina) e 5 não deterioradas 
(contra-filé), sendo analisados: exsudato (1mL), superfície (100cm2) e interior do corte cárneo (25g). As sub-
amostras foram submetidas à enumeração de anaeróbios psicrotróficos vegetativos (Reinforced Clostridial 
Médium - RCA, 5% de sangue de carneiro desfibrilado estéril, 5% de glicose e 1,5% de Agar, RCM 
modificado), anaeróbios esporulados ativados pelo calor e pelo álcool, em Perfringens Agar Base (PAB, 
Oxoid, com 5% de solução de gema de ovo estéril, 15000UI polimixina/500mL e 6mg Kanamicina/500mL, 
PKP; 200mg cicloserina/500mL (PC)). Os 17 isolados caracterizados preliminarmente como Clostridium 
foram submetidos ao teste de sensibilidade ao metronidazol. Aqueles com halos de inibição ≥ 3,5mm tiveram 
seu perfil fenotípico analisado mediante kit API 20A (bioMeriéux) e seu perfil genético analisado 
(sequênciamento do gene 16S rRNA). O isolamento no ambiente do frigorífico foi realizado a partir das 
fezes, couro e amostras provenientes do corredor de atordoamento e sangria, sala de desossa, esteiras de 
corte e embalagem, através de coleta por swabs acondicionados em caldo PYGS em anaerobiose por 4 
semanas a 4 e 15°C. Após, as amostras foram plaquea das em meio RCA e SFP (Shahidi Ferguson 
Perfringens) por 1 mês, caracterizadas e isoladas as colônias diferenciadas e ainda submetidas a 
confirmação, de gênero, para Clostridium. Os 2 isolados, provenientes de cultivo a 4°C confir mados como 
 XIII
Clostridium, foram identificados utilizando mesma metodologia descrita anteriormente para isolados 
provenientes do corte cárneo. O teste de habilidade de reprodução do defeito de estufamento foi realizado 
com 12 linhagens, isoladas na primeira etapa da pesquisa, sendo 10 provenientes de cortes cárneos (8 
identificados como C.gasigenes e 2 como C.algidicarnis) e 2 isoladas da linha de produção em frigorífico 
(C.gasigenes). Este teste foi realizado sob condições praticadas na indústria (6mBar com termoencolhimento 
83°C/3s), inoculando-se nas superfícies dos bifes ( 10x5x2cm) de contra-filé, 1mL de suspensão padronizada 
em 108UFC/mL, obtendo-se 106UFC/50cm2. A incubação dos cortes bovinos inoculados juntamente, com 2 
controles positivos (inoculados com C.estertheticum) e 2 controles negativos (sem inoculo) foi conduzida a 
2° e 15°C por 8 semanas. Os 3 isolados (2 provenien tes dos cortes cárneos – C.algidicarnis e C.gasigenes e 
1 proveniente do frigorífico – C.gasigenes) que melhor reproduziram as características do estufamento, 
seguiram para testes de influência de diferentes níveis de vácuo (6 e 9mBar) e temperaturas de 
termoencolhimento (83, 84 e 87°C) sob o tempo para aparecimento e intensidade do defeito. Também foram 
avaliados os sistemas de embalagem primário e secundário a fim de detectar falhas em ambos os sistemas 
que pudessem favorecer a incidência de espécies de Clostridium psicrotróficas. Mediante teste de simulação 
de transporte (norma ASMD4169-08, para caminhões) simulou-se o efeito de um percurso de 500km sobre 
as embalagens primárias e secundárias.  
Nas carnes deterioradas foi notado esverdeamento, aumento nos valores de pH e odores putrefativos e 
butíricos. As enumerações de psicrotróficos anaeróbios vegetativos, nas amostras deterioradas, atingiram 
níveis altíssimos (1014UFC/mL de exsudato). Quanto às formas esporuladas ocorreu predominância das 
ativadas pelo calor (105UFC/mL), sendo também recuperadas nas amostras não deterioradas. Bacillus 
facultativos psicrotróficos foram a flora dominante nas amostras deterioradas e não deterioradas com 50 e 
70%, respectivamente. Das 17 linhagens, provenientes dos cortes cárneos, suspeitas de serem Clostridium 
apenas 10 foram confirmadas, destas, apenas 4 apresentaram perfis fenotípico e genético coincidentes 
(C1I13ESUPPKP; C2I2EXRCM; C4I8RCMEX; C2I5EXCHPC, sendo as 3 primeiras C.gasigenes e a última 
C.algidicarnis). Destes 10, 8 foram identificadas como C.gasigenes e 2 como C.algidicarnis. É importante 
enfatizar que em apenas 3 das 8 amostras de cortes cárneos deteriorados analisados (com estufamento), 
foram recuperados Clostridium psicrotrófico, ou seja, nas demais amostras onde estas espécies não foram 
recuperadas, a microflora causadora do estufamento pode ser um grupo heterogêneo composto por Bacillus 
psicrotróficos facultativos, que nesta pesquisa corresponderam a 50% da contaminação para as amostras 
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deterioradas e, muito provavelmente, bactérias ácido lácticas e enterobactérias, conforme já detectado, em 
pesquisa paralela utilizando as mesmas amostras. Nos ambientes do frigorífico, temperaturas de 15°C fo ram 
medidas em locais que deveriam estar com temperaturas entre 0-6°C ou no máximo 7°C. A partir das 
superfícies de contato do frigorífico, fezes e chão, foram recuperados 38 isolados. Destes, apenas 2, 1 
recuperado do couro e outro do corredor de abate/esteira de corte (mesmo isolado encontrado nos dois 
ambientes), foram identificados como Clostridium, os demais foram caracterizados como Bacillus facultativos 
psicrotróficos. Estes 2 foram identificados como C.gasigenes. A ocorrência destes isolados na forma viável 
junto à esteira de corte representa grande risco a carne pois uma vez arrastado ao produto final será um 
potencial causador do defeito de estufamento. Quanto aos ensaios de reprodução do defeito de 
estufamento, observou-se que a temperatura de 15°C acelerou a tempo para aparecimento dos primeiros 
sinais de estufamento, passando de 30 dias a 2°C pa ra 4 dias a 15°C e o isolado que melhor e mais 
rapidamente reproduziu as características do estufamento foi o C2I5EXCHPC (C.algidicarnis), com produção 
de gás, proteólise e alterações de pH (de 5.5 para 7.5) após 4 dias/15°C e 30 dias/2°C. Resultados sim ilares 
foram obtidos para o controle positivo (C.estertheticum). Os outros 2 isolados que também reproduziram 
rápida e intensamente o estufamento foram C2I8EXCHPC e LMI13CA/EC – isolado a partir do corredor de 
abate/esteira de corte junto ao frigorífico, ambos identificados como C.gasigenes, cabendo esclarecer que o 
defeito, para estes dois isolados, não foi tão intenso quanto para o C2I5EXCHPC. Todos os isolados foram 
capazes de reproduzir o defeito de estufamento ao final de 8 semanas de incubação a 15°C, enquanto que , 
a 2°C, somente 5 tiveram esta capacidade. Assim, te mperaturas de abuso de refrigeração (15°C) aceleram  o 
tempo para aparecimento dos primeiros sinais de estufamento por Clostridium e a temperatura de 2°C não é 
capaz de impedir a ocorrência deste defeito. Amostras inoculadas com C2I5EXCHPKP (C.algidicarnis) e 
submetidas a termoencolhimento a 83°C e 84°C/6mBar apresentaram períodos similares para aparecimento 
dos primeiros sinais de deterioração (~14 dias), entretanto, aplicando termoencolhimento a 87°C, foi 
observado um incremento neste tempo para 4 semanas. Assim sendo, considerando-se o nível de vácuo de 
6mBar (aplicado pela indústria) a deterioração somente seria retardada, mas não deixaria de existir, 
aplicando-se um termoencolhimento a 87°C/3s, provav elmente porque nesta condição as células mais 
termosensíveis são inativadas. Por outro lado, as amostras tratadas com condições similares de 
termoencolhimento mas com nível de vácuo de 9mBar, apresentaram decréscimo no tempo de deterioração 
de 14 para 4 dias quando se aplicou 83 e 84°C/3s, d emonstrando que este vácuo maior estimula espécies 
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de Clostridium. Entretanto, nas amostras tratadas com termoencolhimento a 87°C os primeiros sinais de 
deterioração somente foram observados após 7 semanas a 1°C. Assim, a condição de 
vácuo/termoencolhimento que mais prolongou a vida de prateleira da carne, quando inoculada, foi 
87°C/9mBar, mas esta condição não impediu o desenvo lvimento do C.algidicarnis e o tempo de atraso do 
defeito de estufamento ainda foi inferior ao prazo de vida útil do produto. As embalagens primárias e 
secundárias analisadas estavam de acordo com as especificações do fabricante. Quanto à simulação de 
transporte, após o percurso de 500km apenas 1 embalagem primária demonstrou alterações que pudessem 
favorecer a atividade de anaeróbios facultativos. Por esta pesquisa, observou-se coincidência entre a flora 
encontrada nas superfícies do frigorífico e a flora recuperada a partir das amostras deterioradas. Além disso, 
a condição mais severa de termoencolhimento e vácuo aplicados (87°C/3s/9mBar), somente foi capaz de 
retardar o tempo para aparecimento do defeito de estufamento não o impedindo. Mesmo este tempo maior 
ainda foi inferior ao prazo de validade do produto. Sendo assim, pode-se inferir que a prevenção do defeito 
de estufamento não deve residir apenas na eliminação de células vegetativas de ambientes de planta mas 
também na eliminação de esporos que, uma vez arrastados para a embalagem, poderão germinar tornando-
se potenciais causadores do defeito de estufamento, além, é claro, da manutenção de ambientes de 
produção e estocagem em temperaturas inferiores a 2°C e higiene adequada durante a manipulação das 
carcaças e retirada do couro. Em adição, ficou comprovado que o abuso de temperatura de refrigeração 
acelera o estufamento de embalagens no caso de espécies de Clostridium psicrotróficos estarem presentes, 
principalmente C.algidicarnis, e que, as condições de vácuo/termoencolhimento aplicadas atualmente pela 
maioria das indústrias (83°C/3s/6mBar) não se apres entam como barreira eficiente à prevenção do defeito 




This research aimed at: a. to enumerate psychrotrophic clostridia vegetative and spores from spoiled and 
unspoiled chilled vacuum packed red meat; b. to characterize and identify the isolates biochemical and 
genetically, comparing precision between then; c. to determine possible preslaughter and processing sources 
of psychrotrophic clostridia causing spoilage of vacuum packed red meats; d. assessment of blowing ability of 
Clostridium isolates at industrial conditions (6mBar/83°C-3s); e. to evaluate different vacuum and heat 
shrinking treatments on blown characteristics of the best representative isolates; f. to analyze physical 
characteristics of primary and secondary packs as well as possible damages after transport simulation 
(500km) that could lead to psychrotrophic Clostridium and other contaminant species incidence. For 
enumeration 8 spoiled samples (6 strip-loin, 1 hump beef and 1 rump cap beef) and 5 unspoiled (strip-loin): 
drip (1mL), surface (100cm2) and deep tissue (25g), were analyzed. Sub-samples were analyzed for 
vegetative psychrotrophic anaerobes (Reinforced Clostridial Medium - RCA, 5% of sterile defibrinated sheep 
blood, 5% of glucose and 1.5% of Agar, modified RCM); sporeforming anaerobes were counted by alcohol 
and heat treatment on Perfringens Agar Base (PAB, Oxoid, containing 5% sterile egg-yolk solution, 15000UI 
polymixin/500mL e 6mg kanamycin/500mL, PKP; 200mg cycloserin/500mL (PC)). For the 17 isolates 
characteried as clostridia, metronidazole test was applied for genera determination of Clostridium, isolates 
with inhibition zones ≥ 3.5mm were phenotypical (by API 20A – bioMeriéux) and genetically (16S rRNA 
sequence) identified. The slaughterhouse survey was conducted from feces, leather, stunning aisle, boning 
room, meat cutting conveyor belt and packing conveyor belt by sterile swabs inoculated in PYGS medium, 
incubated anaerobically at 4 and 15°C/4 weeks. Afte r incubation, loopfuls of the enrichments were directly 
streaked onto the surface of RCA and SFP (Shahidi Ferguson Perfringes), incubated for a month and then 
the different colonies were characterized and forwarded to genera confirmation. The confirmation of blowing 
ability was conducted with 12 strains, isolated from first stage of this research: 10 from red meats (8 identified 
as C.gasigenes and 2 as C.algidicarnis) and 2 from slaughterhouse (C.gasigenes). This test was conducted 
under industrial practices (6mBar, 83°C/3s), inocul ating sterile strip-loin beefs surfaces (10x5x2cm) with 1mL 
of vegetative cells suspension (108CFU/mL), obtained 106CFU/50cm2.  Inoculated samples with 2 positive 
controls (inoculated with C.estertheticum) and 2 negative controls (uninoculeted samples) were performed at 
2 and 15°C / 8 weeks. The three best representative  isolates (2 from meat samples – C.algidicarnis e 
C.gasigenes and 1 from slaughterhouse – C.gasigenes) were tested for blown characteristics conducted at 
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different vacuum (6 and 9mBar) and heat shrinking (83, 84 and 87°C) treatments to evaluate the time to  first 
sign of blow pack and spoilage magnitude. The primary and secondary pack systems were evaluated for 
failures that support the psychrotrophic Clostridium incidence. Effects of a 500km route on primary and 
secondary packs were measured by transport simulation test (ASMD4169-08, for trucks).  
Spoiled samples showed green discoloration, increase of pH values and putrefactive and butyric odors. For 
these samples, the psychrotrophic vegetative anaerobic counts reached very high levels (1014CFU/mL of 
drip). Concerning sporeforming the heat activated ones were predominant (105CFU/mL) and also were 
recovered for unspoiled samples. Psychrotrophic facultative Bacillus was the dominant flora in analyzed 
samples (50% for spoiled and 70% for unspoiled). From 17 Clostridium suspect strains only 10 were 
confirmed and these 4 showed phenothypical and genetical coincident profiles (C1I13ESUPPKP, 
C2I2EXRCM and C4I8RCMEX – C.gasigenes; C2I5EXCHPC – C.algidicarnis). Concerning these 10 
Clostridium isolates, 8 were identified as C.gasigenes and 2 as C.algidicarnis. It is important to emphasize 
that only 3 spoiled samples provided psychrotrophic Clostridium isolation, others spoiled samples flora  were 
heterogeneous group,  composed by facultative psychrotrophic Bacillus, that represented 50% of isolates 
from spoiled samples, and, probably, lactic acid bacteria and enterobacteria, according to Chaves (2010), in 
parallel research using same samples. Inside the slaughterhouse, ambient temperatures of 15°C were 
observed for places that should be at 0-6°C or 7°C (maximum). From slaugther house ambient and contact 
surfaces 38 isolates were recovered but only 2, 1 from leather and 1 for stunning aisle/meat cutting conveyor 
belt (same isolate from both points), were identified as Clostridium, other were characterized as 
psychrotrophic facultative Bacillus. These 2 isolates were identified as C.gasigenes. The occurrence of viable 
Clostridium on meat cutting conveyor belt is a risk for meat as a focus of blown pack spoilage clostridia. For 
confirmation blowing ability tests, abuse temperature decrease the time to first sign of blown pack from 30 
days at 2°C to 4 days at 15°C and the isolate that better reproduce (more quickly) the spoilage was 
C2I5EXCHPC (C.algidicarnis) showing gas production, proteolysis and pH alteration (5.5 to 7.5) after 4 
days/15°C and after 30 days/2°C. Similar results we re obtained for C.estertheticum (positive control). In 
addition, others two isolates that also quickly reproduced the spoilage were C2I8EXCHPC and LMI13CA/EC 
– isolated from stunning aisle/meat cutting conveyor belt slaughterhouse, both identified as C.gasigenes, 
however the defect was not intense than for samples inoculated with C2I5EXCHPC (C.algidicarnis). All 
isolates were capable to reproduce the spoilage at the end of 8 weeks at 15°C while at 2°C, only 5 iso lates 
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reproduce the defect. So, abuse temperature (15°C) accelerate the onset of Clostridium mediate blown pack 
spoilage and 2°C does not control it. Samples inocu lated with C2I5EXCHPKP (C.algidicarnis) treated with 
heat shrink of 83 e 84°C/6mBar showed similar perio ds for initial spoilage (~14 days), but applying heat 
treatment at 87°C, it was observed an increase in t his period to 4 weeks. So, using vacuum at 6mBar 
(industrial practice) the deterioration is retarded, but does not cease to exist, applying heat shrink of 87°C/3s, 
probably because this condition inactivated some heat sensitive spores. On other side, samples treated with 
same conditions of heat shrink but applying vacuum at 9mBar showed a decrease of time to spoilage from 14 
to 4 days at 83 and 84°C/3s as lower vacuum may sti mulate clostridia germination. However, for samples 
heat shrinked at 87°C the initial spoilage was only  observed after 7 weeks at 1°C. So the condition th at more 
extended meat shelf-life, when inoculated, was 87°C /9mBar, but this condition not prevented C.algidicarnis 
development and delay of blown pack was still smaller than product shelf-life. Primary and secondary packs 
were according to manufacture’s specifications. Concerning transport simulation, after 500km only one 
primary pack showed alterations that could support facultative anaerobes activity. In this research, it was 
observed coincidence between slaughterhouses and spoiled samples flora. Besides, the more rigorous 
condition applied (87°C/3s/9mBar) was only capable to retard the blown pack not inhibit and the time to 
deterioration first sign was smaller than product shelf-life. In regard to this fact, the defect prevention of blown 
pack spoilage is associated with the elimination of vegetative and sporeformers from slaughterhouses that 
after germination process could induce spoilage, besides, temperature control of production lines and storage 
environment at ≤ 2°C, must be apply. In addition, abuse temperature  accelerate the onset of Clostridium 
mediate blown pack spoilage, if psychrotrophic clostridia are present, in special, C.algidicarnis, and the 
industry process condition (vacuum and heat shrink - 6mBar/83°C/3s) are not capable to prevent the 
spoilage, being necessary the application of more efficient hurdles as efficient sanitization of process line as 
well as reduce temperature of the refrigerate environment. 
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Clostridium psicrotróficos em carnes embaladas a vácuo: enumera ção, 




1. INTRODUÇÃO GERAL 
Episódios de estufamento em carne bovina embalada a vácuo estão comumente 
associados às condições de abuso de temperatura. No Brasil, têm ocorrido casos 
aleatórios de estufamento nestes cortes causando perdas econômicas e muitas vezes até 
mesmo o recolhimento de lotes com problema. Broda et al. (2000) afirmam que episódios 
de estufamento de carnes embaladas a vácuo, em países como Nova Zelândia, têm 
aumentado intensamente nos últimos anos. Em pesquisas mais recentes dos mesmos 
autores, Broda et al. (2003b), estas peças caracterizam-se pelas embalagens altamente 
distendidas e por possuírem odores ofensivos (putreftivos, a queijo, amanteigado) após 4-
6 semanas de refrigeração a temperaturas entre -1,5 e 2°C. 
Neste enfoque, já é reconhecido por vários pesquisadores (Dainty et al., 1989; 
Kalchayanand et al., 1989; Broda et al., 1996 e Broda et al., 2000) que linhagens de 
Clostridium spp. psicrófilos ou psicrotróficos podem ser os agentes causadores de 
estufamento nas carnes embaladas a vácuo e resfriadas. Entretanto, Chaves (2010) 
afirmou que não somente Clostridium mas também espécies de enterobactérias, 
principalmente Hafnia alvei e algumas espécies de bactérias ácido lácticas, em alguns 
casos homofermentativas, como Lactobacillus pentosus, quando com desvio de rota 
metabólica para heterofermentação, também podem ser implicados nestes episódios de 
estufamento. Em adição, Brightwell et al. (2007), também citam a família das 
Enterobacteriaceae como potenciais agentes deteriorantes nestas carnes provindas de 
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condições impróprias de sanitização nos diversos pontos dos abatedouros e frigoríficos. 
Em adição, Broda et al. (2009) citam que um dos principais veículos de contaminação não 
somente de enterobactérias, mas, principalmente de linhagens de Clostridium 
psicrotróficos são os ambientes relacionados às plantas processadoras de carnes. Ainda 
com relação a esta pesquisa, em 1 de 42 amostras analisadas provenientes da sala de 
desossa de um frigorífico, foi detectada a presença de fragmentos DNA de Clostridium 
gasigenes e Clostridium estertheticum. Considerando outras espécies, também indicadas 
como potenciais deteriorantes de carnes a vácuo, em 25 de 42 amostras analisadas, 
também provenientes da sala de desossa, foram encontrados fragmentos de DNA de 
Clostridium algidicarnis e C.putrefaciens (Broda et al., 2009). Adam et al. (2010) citam que 
além das espécies tradicionalmente associadas ao defeito de estufamento, outras, que 
antes somente eram associadas a alterações de textura, odor e cor, já são associadas ao 
defeito de estufamento, tais como C.algidicarnis, C.frigidicarnis e C.algidixilanolyticum.  
Considerando esta problemática e ainda que as exportações brasileiras de carne 
bovina embalada a vácuo, entre janeiro e fevereiro de 2010, representaram 76% de toda 
carne exportada movimentando um mercado de cerca de US$ 506 milhões de dólares 
(Associação Brasileira das Indústrias Exportadoras de Carne - ABIEC, 2010), é de 
extrema importância o conhecimento do nível e fontes de contaminação por agentes 
deteriorantes, principalmente Clostridium psicrotróficos nestas carnes, além é claro da 
identificação destes micro-organismos e ainda são necessárias também combinações de 
barreiras que possam impedir ou mesmo retardar o desenvolvimento destes micro-







2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1. Carne bovina e mercado brasileiro 
O Regulamento de Inspeção Industrial e Sanitária de Produtos de Origem Animal 
(RISPOA) classifica a carne bovina como carne vermelha que apresenta grande 
importância nutricional por fornecer os principais nutrientes necessários às dietas, como 
por exemplo proteínas e lipídios (Sarcinelli et al., 2007). Na Tabela 1 está apresentada a 



























Tabela 1. Composição nutricional das carnes bovina, suína e a ves (grelhadas ou cozidas em uma 
porção de 100g).  
 Unidade Alcatra Lombo suíno Peito de frango  
Energia Kcal 191 164 165 
Proteína 
g 
30,4 28,1 31 
Gordura 6,8 4,8 3,6 
Minerais 
mg 
   
Ferro 3,4 1,5 1 
Magnésio 32 28 29 
Fósforo 244 259 228 
Potássio 403 437 266 
Zinco 6,5 2,6 1 
Selênio 32,9 48,1 27,6 
Vitaminas 
mg 
   
Tiamina (B1) 0,13 0,94 0,07 
Riboflavina (B2) 0,29 0,39 0,11 
Vitamina B6 0,45 0,42 0,6 
Vitamina B12 µg 2,85 0,55 0,34 
Ácidos graxos 
g 
   
Saturados 2,65 1,66 1,01 
Monoinsaturados 2,9 1,93 1,24 
Polinsaturados 0,26 0,41 0,77 
Colesterol mg 89 79 85 
Fonte: USDA, ARS.  USDA Nutrient Database for Standard Reference, release 13.  Nutrient Data Laboratory homepage: 
www.nal.usda.gov/fnic/foodcomp. 2007. 
Na Tabela 1, pode-se observar que a carne bovina representa, como alimento, uma 
importante fonte de proteínas para a população além de ser rica em ácidos graxos 
essenciais, aminoácidos essenciais, vitaminas do complexo B e minerais, destacando-se o 
zinco e ferro (Sarcinelli et al., 2007). Contudo, este valor nutricional será determinado pela 
contribuição de 3 fatores: sua composição, o modo de preparo e o estado de saúde do 
indivíduo consumidor. Formas de preparo muito severas, como excesso de calor, causam 
modificações na composição da carne, com perda de nutrientes, e, eventualmente, 
formação de compostos com potencial ação nociva. Esta ‘nova composição’ modifica o 
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efeito do alimento sobre o indivíduo, alterando, portanto, seu valor nutritivo (Domene, 
2002). Além disso, como se trata de um produto perecível, requer monitoramento e 
manutenção de sua qualidade, para que seu frescor seja preservado ao longo de toda a 
cadeia produtiva até o consumidor final. Assim sendo, torna-se imprescindível que as 
condições de manejo, abate, manipulação, distribuição e comercialização sejam 
padronizadas e controladas. Suas características de pH (5,2-6,0), atividade de água (0,90-
0,99) e disponibilidade de nutrientes (como aminoácidos, vitaminas e glicose), a tornam 
excelente meio para a multiplicação de micro-organismos, que serão seus principais 
agentes de deterioração (Downes & Ito, 2001). Para Roça (2008), a contaminação da 
carne ocorre por contato com a pele, pêlo, patas, conteúdo gastro-intestinal, leite do 
úbere, equipamentos, mãos e roupas de operários, água utilizada para lavagens de 
carcaças, equipamentos e ar dos locais de abate e armazenamento. A contaminação pode 
ocorrer em todas as operações de abate, armazenamento e distribuição e sua intensidade 
depende da eficiência das medidas higiênicas adotadas. 
Considerando-se o rebanho brasileiro de bovinos, estima-se que este seja 
composto de 193,1 milhões de cabeças e destas, em 2009 foram abatidas 43,6 milhões 
(ABIEC, 2010). Quando se destaca a produção mundial de carne bovina, o Brasil ocupou 
em 2009 o segundo lugar no ranking mundial de cabeças abatidas com 9.18 milhões ton, 
sendo superado apenas pelos EUA, com 11,8 milhões de ton. Do total produzido 
anualmente, o Brasil teve um volume de exportação, em 2009, de aproximadamente 2 
milhões de toneladas, o que representou uma receita financeira de US$ 4 bilhões de 
dólares, que conferiu ao Brasil primeiro lugar no ranking mundial de exportações, sendo a 
Rússia o principal país importador (importando 327 mil toneladas) (ABIEC, 2010). 
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2.2. Microbiologia da carne bovina  
2.2.1. Níveis de contaminação  
Segundo Roça (2008), quando se considera a contaminação das carcaças após o 
término das operações de abate, há relatos de que esta pode chegar em log10/cm2 a 3 e 5 
de aeróbios mesófilos, 2 para psicrotróficos e 1 para Enterobacteriaceae. Já Barra et al. 
(1980), citado por Roça (2008) afirmam que, durante o processo de resfriamento da 
carcaça, podem ocorrer variações do tipo de micro-organismos contaminantes, sendo que 
no início há uma predominância de bactérias mesófilas, invertendo-se para predominância 
de psicrotróficas durante o armazenamento sob refrigeração. Este nível de contaminação 
e consequente shelf-life da carne é dependência direta do nível inical de contaminantes 
psicrotróficos e de fatores, como temperatura e composição gasosa da atmosfera de 
estocagem (embalagem), que afetarão diretamente a taxa de crescimento destes micro-
organismos. Sob condições aeróbicas, odores desagradáveis já são detectados quando as 
contagens de aeróbios psicrotróficos atingem cerca de 107UFC/cm2, podendo até, em 
muitas situações, não produzirem pigmentos que alterem a cor da carne (Grau, 1978). 
  Considerando o nível de micro-organismos psicrotróficos em cortes destinados a 
comercialização no Brasil, Barra (1980), citado por Roça (2008) observou que no 
matadouro frigorífico os quarto dianteiros continham em média mais psicrotróficos (acém 
6,7log10 UFC/g) do que os quarto traseiros (músculo do garrão: 6log10 UFC/g) e verificou 
o inverso em relação às peças procedentes do mercado (acém: 8,5 log10 UFC/g e 
músculo do garrão: 9,3 log10 UFC/g), o que sugere uma contaminação adicional na 
comercialização. 
Em pesquisa conduzida por Silva et al. (2009b) foram analisadas 4 amostras de cortes 
bovinos embalados a vácuo e deteriorados, ainda no prazo de validade, recuperando-se 
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níveis altíssimos de contaminação do exsudato por micro-organismos psicrotróficos totais, 
da ordem de 1014UFC/mL, bem como níveis também altos de bactérias ácido lácticas e 
enterobactérias (108UFC/mL). Já considerando-se a flora esporulada, foram recuperados 
níveis de 104esporos/mL de exsudato para o grupo de esporulados ativados pelo calor. É 
interessante se observar que esta predominânica das formas ativadas pelo calor somente 
ocorre em ambientes tropicais, enquanto que nos temperados, segundo relatos de Broda 
et al. (1996a) a predominância das formas esporuladas é atribuída às ativadas pelo álcool. 
Além disso, Silva et al. (2009b) observaram a predominância de espécies de Bacillus sp. 
psicrotróficos facultativos, que correponderam a 31% dos isolados nas amostras 
contaminadas. Em contra-partida, os isolados identificados como enterobactérias e 
bactérias ácido lácticas corresponderam a 15% cada e os identificados como Clostridium 
sp. corresponderam a 4% do total. Os autores citam ainda que pode ter ocorrido inibição 
da população de Clostridium sp. pelas altas contagens de bactérias ácido lácticas 
encontradas (>108UFC/mL de exsudato), as quais nestes níveis já são capazes de gerar 
um efeito antagonista sob a população de Clostridium devido a produção de bacteriocinas, 
conforme já relatado por Jones et al. (2009).   
Broda et al. (1996b) avaliando a superfície e exsudato de carne de cordeiro embalada 
a vácuo e deteriorada obtiveram as seguintes contagens: 
 
Tabela 2. Contagens microbiológicas obtidas a partir de amost ras de carne de cordeiro embalada a 
vácuo e deteriorada. 
Análises realizadas Exsudato (log UFC/mL) Superfíci e (log UFC/cm 2) 
Contagem de aeróbios totais 6,24 2,60 
Enterobacteriaceae 2,71 ND 
Contagem de bactérias ácido lácticas 7,05 2,12 
Contagem de anaeróbios totais 7,29 2,72 
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Por estas contagens pode-se observar que os micro-organismos dominantes nas 
amostras de exsudato são as bactérias ácido-lácticas. Enterobacteriaceae também foram 
detectadas, mas em números menores. É importante ressaltar que um número elevado de 
anaeróbios totais também foi detectado, da ordem de 107UFC/mL, entretanto, em 
caracterização posterior, estes micro-organismos não foram identificados como 
pertencentes ao gênero Clostridium (Broda et al., 1996b). 
Sendo assim, a importância das bactérias em relação à carne reside principalmente no 
fato de que elas estão intimamente ligadas ao processo de deterioração, infecção e 
intoxicação alimentar. Broda et al. (2007) citam que a deterioração de cortes cárneos 
embalados a vácuo por Clostridium psicrotrófico tem como uma das principais fontes os 
ambientes das plantas processadoras de carnes, principalmente aqueles relacionados a 
sala de desossa, além de contaminações externas, como do couro, pêlo e fezes dos 
animais. Segundo estes pesquisadores uma das formas de controle desse tipo de 
deterioração seria um grande esforço da parte das plantas processadoras no 
desenvolvimeto de novas tecnologias para remover, eliminar ou mesmo inativar não 
somente células vegetativas mas também esporos de Clostridium psicrotróficos presentes 
ou incorporados durante o processo de abate. 
Para Downes & Ito (2001), a contaminação primária da carne é influenciada pelas 
condições de saúde, criação e abate do animal, pelos ambientes de abatedouros, 
frigoríficos (controle de temperatura, higiene, desossa e manipulação) e pelas condições 
em que a carne é comercializada (sistema de embalagem, temperatura de distribuição, se 
foi temperada ou está in natura), sendo ainda consequência de níveis variáveis de micro-
organismos Gram positivos e Gram negativos. Dentre os micro-organismos comumente 
encontrados estão: Pseudomonas, Aeromonas, Enterobactérias, Bactérias Lácticas, 
Brochothrix thermosphacta, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, 
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Staphylococcus aureus e Clostridium spp.  A presença destes está principalmente 
relacionada às condições de estocagem, ao sistema de embalagem adotado, bem como, 
às condições de adaptação e competição entre os micro-organismos presentes. Em 
pesquisa conduzida por Chaves (2010) foi detectado que, mesmo cortes bovinos 
embalados a vácuo, aparentemente não deteriorados, apresentaram populações de 
enterobactérias e bactérias ácido lácticas com níveis de até 107UFC/mL de exsudato, 
entretanto estas populações poderiam ser facilmente eliminadas durante o processo de 
cozimento do produto. Sob esta diversidade de contaminantes, Sathish et al. (2008) citam 
que espécies de Clostridium chavoei foram recuperadas de ambientes de abatedouros, 
provenientes de carcaças contaminadas, cabendo-se relatar que esta espécie é 
causadora de altos índices de mortalidade em gado, dado sua alta toxicidade. 
2.2.2. Alterações na carne proporcionadas pela atua ção microbiana 
A vida de prateleira da carne e dos produtos cárneos é definida como o tempo de 
estocagem máximo no qual não ocorre deterioração. Esta deterioração pode ser definida 
como as alterações no odor, sabor e aparência da carne, decorrentes do desenvolvimento 
microbiano, sendo o nível de deterioração diretamente proporcional ao número e tipo de 
micro-organismos, bem como de sua evolução ao longo da estocagem (Borch et al., 
1996). 
 Já segundo Escolini et al. (2006), níveis de micro-organismos ao redor de 
107UFC/cm2 já são capazes de produzir evidências de deterioração na carne bovina 
embalada a vácuo, sendo que estas evidências geralmente estão associados à produção 
de odores indesejáveis como odor a queijo e amanteigado, além do odor putrefativo, 
gerado pelo resultado da degradação e liberação de aminoácidos, no geral quando as 
populações bacterianas atingem 109UFC/cm2. Por outro lado, quando toda a glicose 
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presente na fase aquosa é utilizada, outros substratos são sequencialmente consumidos 
podendo culminar na geração de odores provenientes de compostos nitrogenados, como 
amônia e dimetilsulfito. Em adição, diferentes linhagens e espécies relacionadas à 
deterioração em carnes podem colonizar a sua superfície através de modos diversificados 
que envolvem a adsorção para a superfície da carne e junção pela formação de 
glicoproteínas (cápsulas formadas por algumas bactérias para se aderirem às superfícies). 
Entretanto, a expressão de cada fase dependerá de fatores intrínsecos e extrínsecos, em 
particular do ecossistema da carne, que envolve pH, morfologia da superfície da carne, 
disponibilidade de O2, temperatura e competição com outras bactérias. 
Seideman & Durland (1982) afirmam que a descoloração causada pela ação de 
bactérias nas carnes ocorre quando a curva de crescimento das mesmas se encontra na 
fase logarítmica. Mesmo após a aplicação do vácuo sobre a carne, ainda resta oxigênio 
residual em sua superfície que proporciona o crescimento de espécies como 
Pseudomonas, as quais são capazes de reduzir esta tensão de oxigênio, transformando a 
mioglobina em metamioglobina, enquanto que, anaeróbios facultativos, como Lactobacillus 
plantarum, não causam esta descoloração, pois não são capazes de consumir este 
oxigênio disponível. Quanto à formação da cor esverdeada, Seideman & Durland (1982) 
indicam como principal agente causador à produção de sulfito de hidrogênio 
(sulfumiogobina). No geral a formação deste pigmento ocorre em altos valores de pH 
(maiores que 6) e é causada por bactérias capazes de crescer em baixas tensões de 
oxigênio, como por exemplo Pseudomonas mephitica. Em adição, Silliker et al. (1980) 
afirmam que o crescimento de micro-organismos do gênero Pseudomonas sp. na carne 
embalada a vácuo com consequente deterioração, é produto de baixas concentrações de 
oxigênio residual na embalagem, entretanto estas concentrações não foram medidas. 
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Grau (1978) cita que a maior proporção de bactérias na carne embalada a vácuo se 
resumia a uma mistura de Brochotrix thermosphacta e uma taxa variável de bactérias 
ácido lácticas homo e heterofermentativas, algumas das quais com caráter acidúrico. Em 
pesquisa conduzida pelo mesmo autor, no geral, o B.thermosphacta apresentou-se como 
a população dominante nas primeiras 4 semanas de estocagem a 0°C. 
Subsequentemente, bactérias ácido lácticas heterofermentativas não acidúricas superam 
essa flora inicial. Finalmente, as bactérias ácido lácticas homofermentativas e acidúricas 
se reproduzem e chegam a números similares aos das heterofermentativas. Considerando 
as bactérias Gram negativas (G(-)), observou-se que sua flora sofreu mudanças ao longo 
da incubação: nas primeiras 4 semanas de incubação os micro-organismos Gram 
negativos compunham-se por espécies oxidativas, como Pseudomonas sp. Após 7 
semanas de incubação, mais da metade da flora de G(-) era composta por organismos 
fermentadores, como os membros da família Enterobacteriaceae, e no final do período de 
estocagem, 17 semanas, esta flora se tornou a dominante, tendo como principal 
representante o Enterobacter sp. No geral, nas carnes embaladas a vácuo e deterioradas, 
os odores produzidos podem ser descritos como azedo, lácteo ou a queijo e os sabores 
são descritos como azedo, similar a ácido láctico e, em alguns casos, a caramelo (Grau, 
1978). 
 Já em 1980, Silliker et al., citam que na carne embalada a vácuo, as bactérias Gram 
positivas não se multiplicam em uma velocidade tão alta quanto as Gram negativas, 
considerando valores de pH normais para a carne, entre 5,5-6,0. Em condições de 
estocagem de 0-2°C a concentração destes micro-orga nismos pode variar entre 107-
108UFC/cm2 após 2 meses de incubação, flora que também pode ser afetada pela alta 
quantidade de ácido formada a partir do consumo da glicose da superfície da carne. 
Nestas condições, os odores produzidos são classificados como odores ‘a queijo’ em 
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decorrência da presença de ácidos graxos de cadeia curta (C2-C6), as quais apresentam 
altas concentrações de acetato e butarato (Silliker et al., 1980). Em carnes com pH 
maiores que 6 os níveis de glicose são menores, forçando assim os micro-organismos, 
potenciais deteriorantes, a atacarem as proteínas, gerando odor putrefativo (Sillinker et al., 
1980). Envolvendo as alterações na carne decorrentes da presença de Clostridium 
psicrotrófico, Yang et al. (2009) detectaram que o crescimento de espécies de 
C.estertheticum é limitado pela depleção de glicose no meio, o que acontece a 4 dias de 
incubação a 10°C, entretanto a hidrólise do glicogê nio continua numa taxa reduzida e o 
lactato, que antes de 4 dias não era utilizado, começa  ser degradado rapidamente. Além 
disso, durante a incubação a concentração de amônia no meio aumenta linearmente, 
comprovando a atividade do micro-organismo sobre as proteínas. 
Contudo, não somente esses micro-organismos podem estar associados à 
deterioração e alterações nas propriedades da carne embalada a vácuo. Em pesquisa 
conduzida por Broda et al. (1996a) detectou-se a presença de linhagens de Clostridium sp. 
psicrotróficas associadas não somente ao estufamento e distensão da embalagem como 
também as alterações de coloração de vermelho para vermelho esverdeado, alta 
produção de exsudato, produção de odores que variaram de sulforoso a amanteigado e 
pútrido e alterações na textura, em decorrência da degradação de proteínas. Em adição, 
Kalinowski & Tompkin (1999) citam que a deterioração em cortes cárneos, embalados a 
vácuo e refrigerados, geralmente está associada ao grupo de Clostridium psicrotrófico 
cujas características básicas da deterioração seriam a produção extensiva de gás aliada à 
formação e odores sulfídricos (H2S). Já Kalchayanand et al. (1993) adicionam às 
características citadas anteriormente um grande acúmulo de exsudato, extensiva 
degradação das fibras ao longo da peça, com alteração da coloração de vermelho púrpura 
normal para vermelho rosado e finalmente, esverdeado. 
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2.2.3. Aplicação do vácuo como barreira à contamina ção 
Já que a carne bovina é um ambiente extremamente rico e propício ao 
desenvolvimento de micro-organismos, torna-se necessário a aplicação de técnicas 
adequadas que se tornem barreira ao desenvolvimento destes potenciais deteriorantes e 
que além disso, impessam ou inibam o crescimento de patógenos. Sob este enfoque e 
considerando o sistema de embalagem, as embalagens com atmosfera modificada têm 
aumentado significativamente a vida de prateleira dos produtos frescos e curados, 
reduzindo perdas por deterioração precoce e aumentando a distância de distriduição de 
produtos de alta qualidade (Holley & Gill, 2010). As embalagens a vácuo e embalagens 
com atmosfera modificada são as formas mais comuns de embalagens para carnes 
(Holley & Gill, 2010) sendo as mais utilizadas no mercado institucional para distribuição de 
peças de carne bovina, entretanto, segundo Sillinker et al. (1980), a eficiência desses 
sistemas dependerá primeiramente do histórico de contaminação da carcaça, diretamente 
relacionado a qualidade das práticas higiênico sanitárias empregues durante todo 
processo de abate. Nesta linha, os mesmos autores afirmam que a manutenção da 
temperatura na sala de corte a valores de 10°C ou i nferiores diminui significativamente a 
deterioração nos cortes cárneos. Entretanto, atualmente o Ministério da Agricultura 
Pecuária e Abastecimento (MAPA) especifica que as temperaturas nos ambientes de 
abate deve estar entre 0-6°C tendo como crítica a t emperatura de 7°C (MAPA, 2005). 
O sistema de embalagem a vácuo consiste na remoção do ar do espaço livre 
associado ao fechamento hermético, utilizando-se filmes com barreira ao vapor d’água e 
aos gases. A redução da concentração de oxigênio inibe o desenvolvimento de micro-
organismos aeróbios, a oxidação de lipídios e da mioglobina, aumentando a vida útil do 
produto (Sarantópoulos et al., 2002). As propriedades físicas do filme, utilizado no 
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processo de acondicionamento a vácuo, como capacidade de termoencolhimento, 
resistência ao estouro e permeabilidade ao oxigênio, são provavelemente as variáveis 
mais importantes na manutenção da qualidade da carne (Seideman & Durland, 1982). Em 
adição, Newton & Higg (1979) citam que a deterioração na carne embalada a vácuo pela 
flora aeróbica é retardada e o crescimento de espécies como Pseudomonas em muitos 
casos é inibido, sendo que os lactobacilos se tornam a flora dominante nestes ambientes 
onde o oxigênio é excluido, entretanto, a embalagem a vácuo não garante um ambiente 
totalmente anaeróbico pois isto dependerá, ao longo do tempo, da capacidade do filme 
plástico de permitir a transferência do oxigênio do ambiente externo para a superfície da 
carne. 
Quando se trata de vantagens do uso da tecnologia do vácuo como barreira ao 
crescimento microbiano, Seideman & Durland (1982) citam:  
• reduções de perda de peso em decorrência da impermeabilidade do filme que 
previne a desidratação da superfície da carne, que geralmente ocorre quando o 
corte cárneo está exposto à refrigeração em sistemas abertos;  
• preservação da cor ‘fresca’ do músculo pela redução da mioglobina decorrente 
da exclusão do oxigênio;  
• minimização da exsudação; 
•  redução da perda por evaporação; 
•  melhoria nas condições higiênico-sanitárias, promovendo um ambiente 
adequado para maturação; 
•  redução significativa no espaço necessário para estocagem e transporte.  
 
 15
Entretanto a tecnologia do vácuo não é composta apenas de vantagens, Seideman & 
Durland (1982) também citam desvantagens desta técnica, tais como: 
• custo relativamente alto da implementação das embalagens; 
• as unidades processadoras da carne acreditarem que a tecnologia do vácuo 
resolverá todos os problemas de contaminação do produto, independentemente 
da carga microbiana inicial da carne, da utilização de técnicas higiênico 
sanitárias adequadas e da manuteção de temperatruas baixas nos ambientes de 
desossa e envase da carne; 
• considerando que a carne está em condições de anaerobiose, abuso de 
temperatura de conservaçao por parte dos processadores, conservando  o 
produto em temperaturas altas que favorecerão a multiplicação microbiana. 
Já para Chasco et al. (2002) a eficiência do sistema de embalagem a vácuo em 
cumprir seu objetivo de prolongar a vida de prateleira da carne, depende de fatores 
extrínsecos e intrínsecos como o pH inicial do produto e a contagem microbiana inicial, 
além disso, de fatores externos como temperatura de estocagem e permeabilidade do 
filme ao oxigênio. Esses autores citam como vantagens da técnica de aplicação do vácuo 
a inibição de formação de odores e da deterioração por membros do grupo Pseudomonas, 
minimização da oxidação de ácidos gordurosos polinsaturados (PUFAS) e a inibição da 
formação da oximioglobina. 
Fatores de barreira são comumente usados para restringir o crescimento de micro-
organismos deteriorantes em alimentos. Por exemplo, em carnes a combinação entre 
vácuo e processos de resfriamento, restringe a deterioração deste alimento, na maioria 
dos casos, a micro-organismos capazes de crescer e se proliferar em ambientes com 
ausência de oxigênio (Jones et al., 2008), entretanto outros facultativos também poderão 
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crescer, o que torna a barreira transponíveil. Já que a mairoria dos micro-organismos 
estritamente aeróbios têm seu crescimento inibido em decorrência do sistema de 
embalagem a vácuo associado às baixas temperaturas de estocagem, a deterioração e 
estufamento encontrado nestas carnes está frequentemente associado às espécies de 
lactobacilos, como Leuconostoc sp., à família Enterobacteriaceae, Brocothrix 
thermosphacta e Alteromonas putrefaciens (Kalchayanad et al., 1988). Entretanto, 
segundo estes autores, considerando o valor de pH normal da carne, entre 5.5 e 5.8, e a 
temperatura de estocagem de 0°C, o crescimento dest es micro-organismos, com exceção 
do Leuconostoc, é, em certo ponto, limitado, sendo que a própria presença do 
Leuconostoc ou de linhagens de bactérias lácticas psicrotróficas podem produzir 
compostos antimicrobianos que restrinjam o crescimento de outras linhagens. 
2.2.4. Contaminação da carne bovina embalada a vácu o por Clostridium sp. 
psicrotróficos 
Recentemente, episódios ocasionais de estufamento, distenção da embalagem em 
decorrência da produção de gás e consequente deterioração de amostras de carnes 
embaladas a vácuo têm se tornado a grande preocupação na indústria de carnes, sendo 
que estes episódios estão comumente associados às condições de abuso de temperatura 
(Broda et al., 1996 a). Porém, Broda et al. (2009), citam que a deterioração da carne 
embalada a vácuo por Clostridium spp. psicrotróficos ou psicotolerantes tipicamente 
ocorre na ausência do abuso de temperatura ou falhas no sistema de embalagem, sendo 
assim, consequentemente, uma preocupação ainda maior para as indústrias de carnes, 
pois esta contaminação pode ter como fonte áreas internas e externas ao ambiente de 
abate, bem como o couro dos animais.  
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Sendo assim, antes de se caracterizar a deterioração das carnes por estes Clostridium 
psicrotróficos, torna-se necessário que se defina o gênero Clostridium. 
 
2.2.4.1. O gênero Clostridium  
Por definição, o gênero Clostridium pertence à família Bacillaceae, sendo definido 
como bastonetes, Gram positivos no início do crescimento e Gram negativos com a idade, 
capazes de produzir esporos, anaeróbios estritos (maioria das espécies), catalase (-) e 
sensíveis ao O2, sendo que toda ATP (energia) é obtida por fosforilação em nível de 
substrato. Além disso, possuem mecanismo de transporte de elétrons através de 
ferrodozinas (proteínas), sem causar aumento no potencial de Oxi-redução do meio 
(Pereira, 2010). Em adição, Schmitz et al. (2006) citam que o crescimento de anaeróbios 
através da utilização de açúcares ou aminoácidos gerando etanol, lactato, butarato ou 
acetato muito frequentemente são os indicativos a fosforilação em nível de substrato. 
Massaguer (2008) define o gênero Clostridium como anaeróbios obrigatórios, 
fermentativos, formadores de esporos, podendo ser mesófilos e termófilos, não 
possuidores de heme-proteínas, sendo portanto catalase negativa. Os esporos, 
geralmente intumescidos, são amplamente difundidos na natureza. São encontrados no 
solo, fezes e intestino, entretanto são mais fastidiosos para esporular que os bacilos. 
Como características de crescimento, pode-se citar que a maioria das espécies é capaz 
de reduzir o SO2 a H2S o qual reagem com o citrato férrico, presente na maioria dos meios 
de cultivo, formando colônias de coloração preta (Massaguer, 2008). Ainda segundo o 
mesmo autor, os organismos deste gênero não realizam a respiração anaeróbica. Os 
esporulados que obtém sua energia pela respiração anaeróbica, tendo o sulfato como 
receptor final de elétrons, têm sido retirados do gênero Clostridium e colocados no gênero 
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Desulfotomaculum (anteriormente conhecidos como C.nigrificans). Estes organismos 
produzem H2S como produto final, o que se combina com o ferro nas latas e causam 
coloração preta e cheiro de ovo podre, características principais da deterioração sulfídrica.  
Entretanto, Wiegel et al. (2006), citam que nos últimos 10 anos ocorreram modificações 
quanto à classificação do gênero Clostridium, sendo este agrupado na última edição do 
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology como uma família a parte, denominada 
Clostridiaceae, contemplando além da espécies conhecidas de Clostridium outras que 
filogeneticamente eram erroneamente classificadas como Clostridium. Sendo assim, aos 
membros já conhecidos (Tabela 3), foram adicionados os seguintes membros: C.butyricum 
M59085, Eubacterium moniliforme L34622, Sarcina maxima 276650, Sarcina ventriculi 
X76649, Eubacterium tarantellae L 34624 e Anaerobacter polyendorporus Y 18189, sendo 

































Tabela 3. Membros do gênero Clostridium  (Collins et al. , 2004) 
   
C. absonum    C. lacusfryxellense 
C. acetireducens   C. lentoputrescens 
C. acetobutylicum   C. limosum 
C. acidisoli    C. ljungdahlii 
C. akagii    C. magnum 
C. algidicarnis   C. malenominatum 
C. argentinense   C. novyi 
C. aurantibutyricum  C. oceanicum 
C. baratii    C. paraperfringens 
C. beijerinckii   C. paraputrificum 
C. botulinum   C. pascui 
C. bowmanii    C. pasteurianum 
C. butyricum   C. peptidivorans 
C. cadaveris   C. perenne 
C. carnis    C. perfringens 
C. celatum    C. pfennigii 
C. cellulovorans   C. proteolyticum 
C. chartatabidum   C. puniceum 
C. chauvoei    C. putrefaciens 
C. cochlearium   C. putrificum 
C. colicanis    C. quinii 
C. collagenovorans  C. roseum 
C. cylindrosporum   C. saccharobutylicum 
C. disporicum   C. saccharoperbutylacetonicum 
C. estertheticum subsp.estertheticum 
C. sardiniense                    C. scatologenes 
C. estertheticum subsp.laramiense 
C. sartagoforme                 C. fallax     
C. frigidicarnis   C. septicum 
C. frigoris    C. sporogenes 
C. gasigenes   C. subterminale 
C. grantii    C. tertium 
C. haemolyticum   C. tetani 
C. histolyticum   C. tetanomorphum 
C. homopropionicum  C. thermobutyricum 
C. intestinale   C. thermopalmarium 
C. isatidis    C. tyrobutyricum 
C. kluyveri    C. vincentii 
 
É interessante notar que nesta tabela já estão apresentadas as espécies psicrotróficas 
definidas como padrões de deterioração em carnes embaladas a vácuo como: 
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C.estertheticum subsp. estertheticum; C.estertheticum subsp. laramienese, C.gasigenes, 
C.frigidicarnis, C.putrefacienes e C.algidicarnis. 
Considerando-se as vias metabólica para obtenção de energia dentre os membros do 
grupo Clostridium, pode-se agrupá-los em duas categorias diferenciadas:  
 Sacarolíticos ou Fermentativos: 
Produzem enzimas responsáveis pela degradação de carboidratos presentes nos 
alimentos com posterior formação de ácido butírico, ácido acético, butanol, acetona, 
isopropanol, CO2 e H2 (Massaguer, 2008). Como espécies de importância na deterioração 
de carnes embaladas a vácuo pode-se citar: C.estherteticum e C.algidicarnis (Broda et al., 
2009). Na Figura 1, pode-se observar uma embalagem de carne embalada a vácuo e 




  Proteolíticos:   
Produzem enzimas proteolíticas responsáveis pela degradação de proteínas e 
aminoácidos, presentes nos alimentos com consequente formação de: gás, compostos 
sulfurados, (H2S), compostos nitrogenados (NH3), indol, escatol e outros peptídeos 
menores, além de compostos voláteis como putrefacina e cadaverina 
(C.putrefaciens)(Massaguer, 2008). Na Figura 2 está apresentada a deterioração em 
carnes a vácuo causada pela ação de espécies de Clostridium proteolíticas. 
 
Figura 1. Embalagem de picanha estufada – presença de Clostridium sacarolítico – imagem adquirida 





De acordo com sua fisiologia podem ser ainda classificados em 4 sub-grupos 
distintos (Massaguer, 2008): 
• Predominantemente sacarolíticos: porém com atividade proteolítica, exemplo: 
C.perfringens; 
• Mais sacarolítico que proteolítico: C.butyricum e C.pasteurianum; 
• Predominantemente proteolíticos: C.botulinum; 
• Mais proteolíticos que sacarolíticos: C.histolyticum. 
De acordo com Weenk et al. (1991), um teste uilizado como quase específico para 
determinação do gênero Clostridium, analisando características fenotípicas, seria o teste 
de sensibilidade ao metronidazol. O grupo dos clostridios, quando em baixos potenciais de 
óxido-redução, tendem a utilizar os grupos S-nitro dos anéis de imidazol a compostos 
externos altamente citotóxicos ao seu DNA, sendo assim linhagens mesofílicas exibem 
halo em decorrência da inibição de seu crescimento pelo metronidazol que variam de 4-
6cm. Não existem na literatura dados referentes a aplicação deste teste que possam ser 
utilizados como padrões para classificação de espécies de Clostridium psicrotróficos. 
Figura 2. Esverdeamento de contra filé causado pela  presença de espécies de Clostridium 
proteolíticos – imagem adquirida durante a pesquisa . 
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2.2.4.2. Clostridium psicrotróficos  
Os episódios de estufamento em carnes embaladas a vácuo geralmente estão 
associados à presença de espécies de Clostridium psicrotróficos. Estas espécies quando 
presentes e ativas podem causar bolhas de gás no exsudato bem como distender a 
embalagem mesmo em temperaturas de congelamento ou refrigeração (-1,5 a 2°C) (Broda 
et al., 2000), após 4 a 6 semanas de incubação. Sob este enfoque, Clems et al. (2010) 
citam que a existência de um único esporo de C.estertheticum na carne já é capaz de 
causar indícios do defeito de estufamento que fariam o consumidor rejeitar o produto, 
afirmando ainda que, a temperatura exerce efeito importantíssimo  no nível de 
deterioração, sendo este intensificado quando se passa de -1.,5°C para 2°C. Estes micro-
organismos, definidos como Clostridium psicrotróficos, podem ser divididos em dois 
grupos fisiológicos com base na sua temperatura ótima de crescimento: grupo 1: ótimo de 
crescimento de 15 a 20°C e grupo 2: ótimo de crescimento de 25-30°C (Broda et al., 
1996a). Cabe salientar que os esporos do grupo 1 tendem a ser mais termo-sensíveis que 
os do grupo 2. 
Segundo Broda et al. (2003a), aproximadamente 15 das mais de 150 espécies já 
reconhecidas e catalogadas de clostridios possuem caráter reconhecidamente 
psicrotrófico ou psicrotolerante. Esta baixa temperatura de crescimento acaba gerando 
novas categorias fenotípicas entre as espécies, como por exemplo espécies que são 
sacarolíticas mas não proteolíticas (C.algidixylanolyticum), proteolíticos mas não 
sacarolíticos (C.putrefaciens) ou proteolíticos e sacarolíticos (C.frigidicarnis). Estes micro-
organismos podem ou não crescer às temperaturas mesofílicas, próximas a 37°C, sendo 
encontrados nos mais diversos ambientes como sedimentos marinhos na Antártica 
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(C.vincentii) ou trato gastro-intestinal de animais (C.estertheticum) (et al., 2003a), 
demonstrando assim, seu caráter psicrotrófico. 
Broda et al (1996 a), citando pesquisas conduzidas por Collins et al. (1992) e 
Kalchayanand et al. (1993), indicam que os clostridios psicrotróficos isolados a partir de 
amostras de carne embaladas a vácuo, podiam, nesta época, ser separados em 2 
espécies: 1. Clostridium estertheticum: produz uma grande quantidade de dióxido de 
carbono e hidrogênio, juntamente com significativas quantidades de butanol, ácido butírico 
e acético, sendo também reconhecidos como produtores de compostos sulfúricos voláteis 
(Dainty et al., 1989); 2. Clostridium laramiense: seu crescimento em carnes embaladas a 
vácuo também causa grande produção de gás e distensão da embalagem. Estes micro-
organismos podem se proliferear e aumentar a quantidade de gás presente na embalagem 
em condições de temperatura abaixo de 0°C, sendo qu e seu máximo crescimento ocorre 
em temperatura < 25°C, e o estufamento proveniente da ação destes micro-organismos 
somente é notório na embalagem entre 11 e 14 dias de estocagem, quando a 2°C.  
Entretanto, não são somente estas duas espécies as únicas geralmente associadas a 
deterioração nas carnes embaladas a vácuo. A pesquisa conduzida por Broda et al. 
(2000), caracterizou uma nova linhagem de Clostridium psicrotrófico que demonstrou ser 
altamente produtor de gás causando distenção da embalagem de carne a vácuo, estocada 
sob refrigeração. Esta nova espécie se diferencia fisiologicamente das demais já 
identificadas pela composição celular de ácidos, perfil de proteínas solúveis e 
propriedades fenotípicas. Sendo assim, esta linhagem foi identificada, por Polymerase 
Chain Reaction (PCR) como Clostridium gasigenes, registrado sob o código DSM 12272, 
tendo como intervalo de crescimento de –1,5 a 26°C,  sendo o ótimo a 20-22°C.  
Outra espécie de Clostridium psicrotrófico também reconhecida como importante no 
que diz respeito a deterioração de carnes embaladas a vácuo, é o C.laramiense. Esporos 
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desta espécie foram isolados apartir de amostras frescas de carne deteriorada embalada a 
vácuo e após purificação a cultura foi caracterizada como: bastonetes, Gram positivos, 
com endosporos ovais, largos e terminais. Já as colônias, cultivadas em anaerobiose, 
foram descritas como: pequenas, branco acinzentadas, com pH ótimo de crescimento a 
6.5, mas podendo também se desenvolver na faixa de 4,5 a 7,5 e com faixa de 
temperatura para desenvolvimento entre -3 a 21°C, c om ótimo a 15°C (Kalchayanand et 
al., 1993). Mais tarde, Spring et al. (2003) reclassificaram esta espécie como uma sub-
espécie do C.estertheticum, tendo como diferencial a utilização da arabinose, celobiose e 
xilose como substratos, sendo então catalogada como C.estertheticum subsp. laramiense 
(DSM 14864). 
Broda et al. (1999) isolaram de carnes embaladas a vácuo, submetidas a abuso de 
temperatura e deterioradas outra espécie diferenciada de Clostridium psicrotrófica: 
C.frigidicarnis, catalogada sob o DSM 1271, pois de acordo com os critérios fenotípicos e 
com as chaves de identificação propostas por Cato et al. (1986) e Holdman et al. (1977) 
esta nova linhagem não poderia ser enquadrada em nenhuma das outras espécies já 
existentes de Clostridium. Como características diferenciais pode-se citar o fato do 
C.frigidicarnis possuir um máximo de temperatura para desenvolvimento de 40,5°C e 
ótimo entre 30-38,5°C, crescendo entretanto nas tem peraturas de refrigeração (-1,5-2°C) 
(Broda et al., 1999). 
Já a partir da carne de porco deteriorada e acondicionada em embalagens a vácuo, 
Lawson et al. (1994) isolaram outra espécie de Clostridium psicrotrófico fenotipicamente 
diferenciada das demais espécies que usualmente estavam associadas a este tipo de 
deterioração, propondo então uma nova espécie pertencente ao gênero Clostridium, o 
Clostridium algidicarnis, catalogado sob o NCFB 2931. Esta espécie apresentou como 
características um limite inferior de crescimento de 4°C e superior de 37°C, produção de 
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ácido mas não de gás a partir de glicose, frutose, manose, ribose, xilose e N-
acetilglucosamina, possuindo ainda fraca atividade frente a caseína.  
Sendo assim, estas espécies de Clostridium psicrotróficas frequentemente isoladas de 
amostras de carnes embaladas a vácuo e deterioradas são reconhecidos como espécies 
padrão deste tipo de deterioração, dentre estas espécies pode-se citar: C.estertheticum 
subsp. laramiense, C.estertheticum subsp. estertheticum, C.gasigenes, C.frigidicarnis, 
C.algidicarnis e C.putrefaciens, sendo que Broda et al. (2009), citam que destas linhagens, 
os psicrotróficos C.estertheticum e C.gasigenes são reconhecidos como agentes 
causadores de deterioração em carne bovina, de veado e de cordeiros embaladas a 
vácuo; enquanto que os psicotolerantes, como C.algidicarnis, tendem a ser mais 
comumente encontrados em carnes resfriadas de cordeiro embaladas a vácuo que tiveram 
o conjunto de embalagem violado ou com falhas, estando ainda comumente associados a 
produção de odores ofensivos, principalmente em carnes de porco embaladas a vácuo. 
Entretanto pesquisa conduzida por Adam et al. (2010) já reconhece esta espécie como 
potencial produtora de estufumento em carnes embaladas a vácuo. 
Cabe ressaltar contudo que, o isolamento destes micro-organismos, mesmo a partir de 
amostras deterioradas é de extrema dificuldade, já que pesquisas conduzidas por Dainty 
et al. (1989) e Kalchayanand et al. (1989) não recuperaram espécies de Clostridium 
psicrotrófico, a partir de amostras de carne embaladas a vácuo e deterioradas, 
relacionando então o defeito observado a espécies de Leuconostoc sp. recuperadas a 
partir destas amostras. Enumerações realizadas em carnes deterioradas e em ambientes 
de abatedouros usualmente resultam no isolamento de numerosas espécies de clostridios 
psicrotróficos e psicrotolerantes. Entretanto, aproximadamente 15 de mais de 150 
espécies de Clostridium isoladas a partir de carnes deterioradas são reconhecidas como 
psicrotróficas ou psicrotolerantes. Estas espécies de Clostridium que crescem em baixas 
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temperaturas possuem uma grande variação fenotípica incluindo espécies que são 
sacarolíticas e não proteolíticas (C.algidixylanolyticum), proteolíticos mas não sacarolíticos 
(C.putrefaciens), ou sacarolíticos e proteolíticos (C.frigidicarnis e C.algidicarnis). Além 
disso estes micro-organismos podem ser ou não capazes de crescer em temperatura 
ambiente (C.algidicarnis e C.estertheticum, respectivamente). Em adição, algumas 
espécies ainda podem ser patogênicos ou não ao homem (C.botulinum tipos B, E ou F e 
C.vincentii) ou contaminantes do trato gastrointestinal de aminais (C.estertheticum) (Broda 
et al., 2003a).  
Pesquisa conduzida por Broda et al. (1996a), de 46 isolados recuperados a partir de 
amostras de carne vermelha com estufamento, somente 11 foram identificados 
preliminarmente como Clostridium sp. e destes apenas 8 foram capazes de crescer e 
reproduzir o defeito a 4°C, demonstrando assim a ex trema dificuldade em se recuperar 
estes micro-organismos.  Já em pesquisa conduzida por Silva et al. (2009 a), detectou-se 
que da flora presente na carne vermelha embalada a vácuo e deteriorada, o maior número 
de isolados recuperados foi identificado preliminarmente como Bacillus sp. psicrotrófico 
facultativo (50%) e para Clostridium este índice foi de 17,75% do total de isolados. Deve-
se observar ainda que na mesma pesquisa também foram recuperados os mesmos 
grupos em amostras não deterioradas analisadas, diferindo unicamente na porcentagem, 
90% para Bacillus sp. psicrotróficos facultativos e 9,1% para Clostridium sp. e que, tanto 
no caso das amostras deterioradas quanto no caso das não deterioradas, foram obtidas 
populações superiores para os esporulados psicrotróficos ativados pelo calor (populações 
de até 104esporos/mL de exsudato) em detrimento àqueles ativados pelo tratamento com 
etanol. Este resultado caracteriza a flora deteriorante de carnes produzidas em ambientes 
de clima tropical em detrimento àquelas produzidas em ambientes de clima temperado, ou 
seja, nos ambientes de clima tropical a flora de esporulados ativados pelo calor é maior 
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que a flora de esporulados ativados pelo álcool, já que em pesquisa conduzida por Broda 
et al. (1996a), em ambientes temperados, as contagens dos esporos ativados pelo álcool 
foram de 1 a 2 ciclos log maiores que as dos ativados pelo calor. 
Até 2009 estes episódios de estufamento em decorência da presença de espécies 
psicrotróficas estavam apenas relacionados a condições de abuso de temperatura 
entretanto, Broda et al. (2009), constataram na ausência de abuso de temperatura 
(temperatura normal de refrigeração) a deterioração de carnes vermelhas embaladas a 
vácuo também pode ocorrer, preocupando ainda mais as indústrias processadoras, 
provavelmente causada pelas formas vegetativas, em decorrência de suas altas 
concentrações. Em contra-partida, muitos autores, como Kalinowski et al. (1999) afirmam 
que a deterioração nas carnes embaladas a vácuo que está frequentemente associada 
aos abusos de temperatura seria proporcional à germinação de formas esporuladas de 
anaeróbios psicrotróficos, favorecida por temperaturas acima de 7 ou 10°C praticadas nos 
ambientes de desossa e acondicionamento da carne nos frigorificos (Massaguer et al., 
2009). Além disso, pesquisa conduzida por Bell et al. (2001) analisaram o efeito de 
diferentes condições de termoencolhimento aplicado as embalagens, após o 
acondicionamento da carne a vácuo, considerando populações de esporos de 
C.estertheticum isolados de carnes deterioradas (Grupo A) e isolados de plantas de 
frigoríficos (Grupo B), também identificados como Clostridium psicrotróficos, todos 
reprodutores do defeito de estufamento. Como resultados obtiveram que para ambos os 
grupos o tempo de aparecimento de bolhas no exsudato apresentou uma relação 
inversamente proporcional à temperatura de termoencolhimento, ou seja, diminuiu à 







Tabela 4. Tempo para aparecimento do defeito de estufamento e m cortes bovinos submetidos aos 
diferentes binômios de termoencolhimento, inoculado s com esporos de C.estertheticum(A) e 




Tempo de estocagem (dias) 
Sem 
termoencolhimento  70°C / 15s 80°C / 5s 90°C / 3s 
Grupo A  49 39,2 36,2 34,5 
Grupo B  77 41,9 39 35,8 
Controle ( -) 84 82,2 84 75 
Fonte: Bell et al.  (2001) 
 
Pela Tabela 4 pode-se observar que quanto maior a temperatura de 
termoencolhimento menor o tempo para aparecimento do estufamento. Sendo assim, Bell 
et al. (2001) concluíram que os tratamentos de termoencolhimento aplicados na carne 
embalada a vácuo aceleram o aparecimento do defeito de estufamento causado pela 
presença de Clostridium sp. psicrotrófico na carne embalada a vácuo e estocada sob 
refrigeração em decorrência da germinação dos esporos. Em condições normais, a 
germinação ocorre lenta e intermitentemente, entretanto, a ativação da população 
esporulada ocorrerá no momento em que estes esporos forem submetidos a um 
tratamento térmico apropriado. O conjunto da ativação e codições químicas e físicas 
apropriadas induzem os esporos ativados a germinarem, sendo que o processo de 
ativação é reversível, mas o de germinação não. 
2.2.4.3. Fontes de Clostridium psicrotróficos assoc iados aos ambientes de abate  
Além da germinação de esporos e da própria contaminação da carne decorrente dos 
processos de abate há outras fontes de contaminação da carne por Clostridium que 
devem ser consideradas, como por exemplo o próprio ambiente do frigorífico. Em 
levantamento realizado em uma unidade de frigorífico por Broda et al. (2009) foram 
analisadas 42 amostras da sala de desossa e destas 1 foi positiva para a presença de 
fragmentos de DNA de C.estertheticum  e C.gasigenes e 25 foram positivas para a 
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presença de DNA de C.algidicarnis e C.putrefaciens. Enquanto que para fezes foram 
analisadas 31 amostras e destas, todas foram positivas para a presença de DNA de  
C.estertheticum  e C.gasigenes e 2 para DNA de C.algidicarnis e C.putrefaciens. 
Levantamento realizado por Rosa et al. (2008) em dois frigoríficos brasileiros, um no 
estado de São Paulo e outro no Mato Grosso, detectou a presença de fragmentos de DNA 
de C.estertheticum na serra de corte da carcaça, ralo da câmara fria e ralo da sala de 
desossa. Em contra-partida não foi detectada a presença de fragmentos de DNA de 
C.gasigenes. Rosa et al. (2008) concluem o trabalho enfatizando que a eliminação destes 
potenciais deteriorantes deverá ser baseada no estabelecimento e aplicação de 
procedimentos de higiene operacional padronizado e efetivo em toda a cadeia produtiva. 
Contudo, é de extrema importância notar que, o fato de se encontrar fragmentos e DNA 
nesses locais do frigorífico não significa que os micro-organismos estejam viáveis, ou seja, 
capazes de causar o defeito do estufamento, pois micro-organismos mortos continuam 
possuindo DNA. Assim sendo, seria necessário que se conduzisse uma pesquisa a fim de 
se recuperar, a partir de enriquecimento em caldos apropriados, as espécies realmente 
viáveis ao longo de uma planta processadora de carne, para afirmar então, com 
propriedade, que estes ambientes com a presença destas espécies em formas viáveis, 
seriam uma das fontes de contaminação por Clostridum psicrotróficos. Neste sentido, 
Mochonas et al. (2009) conduziram pesquisa que objetivou comparar a eficácia na 
recuperação de espécies de Clostridium psirotróficas em carnes embaladas a vácuo 
deterioradas e ambientes de planta de frigorífico, pela utilização do método de cultivo 
direto (swab) e coleta de DNA. Esses pesquisadores constaram que em ambos os casos 
foram recuperadas espécies de Clostridium psicrotróficas, sendo a população 
predominantemente composta por C.estertheticum e C.gasigenes, entretanto utilizando-se 
as técnicas tradicionais de cultivo, de 1680 amostras analisadas 17 foram positivas para 
 30
presença de C.esterthticum e 176 para C.gasigenes. Baseando-se unicamente na 
presença de DNA, foram encontradas 218 amostras positivas para C.estertheticum e 300 
para C.gasigenes, cabe ressaltar que a maioria dos isolados recuperados teve como 
origem as áreas de remoção do couro. 
Adam et al. (2010) afirmaram que a presença de esporos de Clostridium potenciais 
deteriorantes da carne a vácuo tem como fonte a ontaminação dos ambientes da planta de 
processo que transferem estes contaminantes para as embalagens a vácuo nas quais 
germinam e deteioraram a carne. Ainda segundo estes pesquisadores, as fontes de 
contaminação dentro dos ambientes de frigoríficos podem ser divididas em duas 
categorias: o solo e as fezes dos animais e o equipamentos. Na Figura 3 está apresentado 
o ciclo de vida dos esporos de Clostridium no ambiente e nas plantas frigoríficas. Por esta 
figura pode-se observar que após a formação dos esporos este ficam disseminados no 
ambiente de onde entram na planta frigorífica pelo couro, pelo ou patas dos animais, 
migrando daí para a carcaça, principalmente através da faca e uma vez migrando para a 
carcaça, partem para a carne, e após o acondicionamento a vácuo, estes esporos podem 
germinar e causar o defeito de estufamento na carne, e, quando estas embalagens/carnes 
são abertas estes esporos migram para o ambiente, reiniciando o ciclo.  
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Figura 3. Ciclo de vida do esporo de Clostridium  no ambiente e nas plantas frigoríficas onde 
contaminam os cortes cárneos (Adam et al.,  2010). 
 
  Boerema et al., (2007) citam que a deterioração em carnes a vácuo por Clostridium 
psicrotrófico geralmente ocorre quando estes penetram nas plantas de processamento, 
pela pele ou por contato com as fezes dos animais durante o processo de abate. É 
concenso que o controle de anaeróbios psicrotroficos em plantas de frigoríficos deve ser 
conduzido objetivando o desenvolvimento de técnica para remover, eliminar ou inativar 
esporos de Clostridium psicrotróficos presentes nas carcaças. Neste sentido, Broda et al 
(2002) realizaram levantamento de espécies de Clostridum psicrotrófico em uma planta 
processadora de carne, a partir de swabs realizados no couro, fezes e outros 33 
ambientes ao logo da planta. Como conclusão os autores observaram que, as partículas 
de solo impregnadas no couro ou nas fezes são provavelmente o principal veículo de 
contaminação de clostrídios causadores do defeito de estufamento para a carcaça. Assim, 
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os esporos que adentram o ambiente do abatedouro pelas partículas de solo aderidas ao 
couro e fezes dos animais bem como aqueles que já residem no ambiente do abatedouro, 
podem se tornar fontes potenciais ‘in loco’ de contaminação de Clostridium psicrotrófico 
para as carcaças (Broda et al., 2002).  Gill (1979) e Nottinghan (1982), citados por Broda 
et al. (2002), afirmaram que a maioria das bactérias associadas a deterioração em cortes 
cárneos embalados a vácuo são de origem externa ao ambiente do abatedouro. Para 
controlar o estufamento de carnes a vácuo por Clostridium psicrotrófico, Broda et al. 
(2000b) citam que devem ser traçados e monitorados os pontos e possíveis fontes de 
contaminação na planta do abatedouro. Tarwate et al. (1994) citam que dos pontos 
investigados para presença de Clostridium psicrotróficos em abatedouros os pontos 
críticos são lâmina da serra, ganchos, chão, plataformas, paredes e mãos dos operários. 
2.2.4.4. Aplição de técnicas moleculares na detecçã o/identificação de espécies de 
Clostridium psicrotróficos 
Pesquisadores como Dainty et al. (1989), Kalchayanand et al. (1989), Broda et al. 
(1996 e 2003) consideram que o isolamento de espécies de Clostridium psicrotróficas 
classificadas como agentes causadores do estufamento, muitas vezes, é inconsistente e 
os métodos e meios de isolamento tendem a ser específicos para cada espécie (Broda et 
al., 1998). Sendo assim, mais recentemente, métodos moleculares têm sido desenvolvidos 
para detectar a presença de espécies de Clostridium causadoras do defeito de 
estufamento tanto a partir de carnes embaladas a vácuo quanto a partir da carcaça ou 
ambientes de abatedouros (Moschonas et al., 2009). Esses métodos, no geral, são 
baseados na detecção de fragmento específicos do gene 16S rRNA para os Clostridium 
causadores do estufamento, análises de polimorfismo de restrição do comprimento do 
fragmento do gene 16S rRNA (PCR-RFLP) e análise da região intergênica 16S-23S rRNA 
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(Broda et al., 2000). Neste sentido os mesmos pesquisadores concluem que as análises 
de RFLP para amplificação do gene 16S rDNA permitiram a diferenciação entre espécies 
de Clostridium psicrófilas e psicrotróficas, entretanto a comparação entre os padrões de 
PCR-RFLP e as seqüências 16S rDNA de isolados de Clostridium desconhecidos com 
padrões e sequências das espécies de referência podem não ser eficientes na 
identificação precisa destes micro-organismos (Broda et al., 2000). Já levantamento 
realizado em frigorífico visando detectar fontes de Clostridium psicrotrófico causadores de 
estufamento, utilizando técnica citada anteriormente e a região 16S-23S rDNA para 
diferenciação, constatou a ocorrência de 2 grupos distintos classificados como grupo I: 
isolados do ambiente de frigorífico que tiveram similaridade com o padrão C.gasigenes, 
isolado de cortes cárneos e grupo II: isolados também provenientes de ambientes de 
frigoríficos que tiveram maior similaridade com o padrão C.estertheticum. Entretanto, 
somente os isolados pertencentes ao grupo I foram capazes de produzir pequenas bolhas 
de gás no exsudato após inoculação em corte cárneos para teste de confirmação da 
habilidade em reproduzir o defeito de estufamamento, sendo estas bolhas observadas 
após 14 dias de estocagem a 2°C, contudo, os isolad os pertencentes ao grupo II não 
tiveram esta capacidade mesmo ao final do tempo de incubação (84 dias a 2°). Este fato 
sugere que apesar do alto índice de recuperação do método ele está baseado na 
aquisição de DNA que nem sempre implicará na existência de espécies ativas ou 
potenciais causadoras do estufamento. 
Pesquisa conduzida por Boerema et al. (2003) analisou a recuperação de espécies de 
Clostridium psicrotróficas pelos métodos de cultivo (coleta por swabs e plaqueamento em 
Columbia Blood Agar) versus técnicas moleculares de PCR baseadas na seqüência do 
DNA, constatando que as últimas possuem índices de positividade maiores que aquelas 
baseadas nos métodos tradicionais de cultivo, sendo positivos para C.estertheticum em 10 
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das 39 amostras testadas, enquanto que os métodos culturais foram positivos somente 
para 3 amostras; já para C.gasigenes, as técnicas moleculares de recuperação 
apresentram positividade em 13 das 39 amostras testadas e as técnicas de cultivo 
tradicionais, proporcionaram a positividade em 7 amostras, demonstrando que as espécies 
de C.gasigenes estão mais freqüentemente distribuídas nos ambientes de frigoríficos. 
Neste sentido Broda et al. (2003) afirmaram que a aplicação de técnicas moleculares na 
detecção de espécies de Clostridium causadoras do defeito de estufamento, em cortes 
destinados a comerciação e deteriorados, podem ser aplicados com um limite de detecção 
de apenas 100 clostridiuns/g.  
Ainda pela utilização de técnicas moleculares, Broda et al. (2009), a partir da análise 
de 357 amostras coletadas junto a linha de produção de frigorífico, detectaram 
positividade em 1 de 42 amostras provenientes da sala de desossa para C.estertheticum e 
C.gasigenes e 25 de 42 amostras, provenientes do mesmo local, para C.algidicarnis e 
C.putrefacienes; já para as amostras coletadas a partir das fezes, 31 foram positivas para 
C.gasigenes e C.estertheticum e somente 2 foram positivas para C.aldicarnis e 
C.putrefaciens, demonstrando assim altos índices de identificação pela técnica de PCR e 
que a contaminação nestes ambientes de planta está associada a grupos distintos que 
devem ser considerados no momento da implementação de técnicas de controle. No 
mesmo ano, Moschonas et al. (2009) analisando focos de contaminação para frigoríficos 
irlandeses, constataram que de 1680 amostras analisadas por métodos culturais e 
métodos de PCR o índice de recuperação de C.estertheticum e C.gasigenes foi maior 
quando se utilizou técnicas genéticas, sendo recuperados 218 e 300 amostras positivas 
para C.estertheticum e C.gasigenes, respectivamente; enquanto que, pelas técnicas 
tradicionais, recuperou-se 17 e 176 amostras positivas para cada grupo. 
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Todas as pesquisas citadas aplicam com êxito as técnicas moleculares na detecção 
de espécies de Clostridium psicrotróficoi a partir de amostras deterioradas ou de 
ambientes de abatedouros, entretanto, somente em uma delas foi avaliada a capacidade 
destes isolados em reproduzirem o defeito de estufamento. Sendo assim, é necessário 
que a técnica genética de detecção destes micro-organismos caminhe em conjunto com 
testes que avaliem sua habilidade em reproduzir o defeito de estufamento, pois espécies 
recuperadas por esta técnica não necessariamente serão capazes de crescer e reproduzir 
este defeito, quando presentes ou arrastadas para a carne. 
Sendo assim, no Brasil, apesar do problema de deterioração encontrado na carne 
embalada a vácuo ter sido incrementado nos últimos anos, não há relatos na literatura de 
trabalhos que envolvam a enumeração e identificação destes micro-organismos, bem 
como uma análise das fontes viáveis de contaminação junto aos frigoríficos e testes para 
verificar se os isolados tanto provenientes de amostras deterioradas e não deterioradas 
quanto da linha de produção seriam, efetivamente, capazes de reproduzir o defeito de 
estufamento. Sendo assim, seria de grande importância que, além de se conhecer os 
contaminantes comuns a flora tropical da carne brasileira embalada a vácuo, fossem 
propostas novas variáveis que, em conjunto, atuassem como barreira ao desenvolvimento 
destes micro-organismos. 
 
3. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
  
1. ADAM, K. H., FLINT, S. H.; BRIGHTWELL, G. Psychrophilic and psychrotrophic clostridia: sporulation and 
germination processes and their role in the spoilage of chilled, vacuum-packaged beef, lamb and venison. 
International Journal of Food Science & Technology,  45: 1539–1544. doi: 10.1111/j.1365-
2621.2010.02320.x.  2010. 
 36
2. ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DAS INDÚSTRIAS EXPORTADORAS DE CARNE (ABIEC) – Exportações e 
importações de carne bovina “in natura” e industrializada, ano 2010 (Jan-Fev). In: www.abiec.com.br. 
Acessado em 23/04/2010. 
3. ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DAS INDÚSTRIAS EXPORTADORAS DE CARNE (ABIEC) – Exportações e 
importações de carne bovina “in natura” e industrializada, ano 2009. In: www.abiec.com.br. Acessado em 
23/04/2010. 
4. BELL, R.G.; MOORHEAD, S.M.; BRODA, D.M.  Influence of heat shrink treatments on the onset of 
clostridial blown pack’ spoilage of vacuum packed chilled meat.  Food Research International, v.34, p. 
271-275.  2001. 
5. BOEREMA, J.A.; BRODA, D.M.; PENNEY, N.; BRIGTWELL, G.  Influence of peraxyacetic acid-based 
carcass rinse on the onset of ‘blown-pack’ spoilage in artificially inoculated vacuum-packed chilled beef.  
Journal of Food Protection, v.70, n.6, p.1434-1439.  2007. 
6. BRIGHTWELL, G.; CLEMENS, R.; URLICH, S.; BOEREMA, J. Possible involvement of Psychrotolerant 
enterobacteriaceae in blown pack spoilage of vacuum packaged raw meats. Int. J. food Microbiol ., 
August 29, 17870199.  2007. 
7. BRODA, D.M.; De LACY, K.M.; BELL, R.G.; BRAGGINS, T.J. COOK, R.L. Psychrotrophic Clostridium spp. 
Associated with “blown pack” spoilage of chilled vacuum-packed red meats and dog rolls in gas-
impermeable plastic casings. International Journal pf Food Microbiology,  v.29, p.335-352. 1996a. 
8. BRODA, D.M.; De LACY, K.M.; BELL, R.G.; PENNY N. Association of psychrotrophic Clostridium spp. 
with deep tissue spoilage of chilled vacuum-packed lamb. International Journal of Food Microbiology, 
v.29, p.371-378. 1996b. 
9. BRODA, D. M.; LACY, K. M.; COOK, R. L.; BELL, R. G. Prevalence of cold-tolerant clostridia associated 
with vacuum-packed beef and lamb stored at abusive and chill temperatures. New Zeland Journal of 
Agricultural Research , v. 40, p. 93-98, 1997. 
10. BRODA, D.M.; MUSGRAVE, D. R.; BELL, R. G. Use of restriction fragment length polymorphism analysis 
to differentiate strains of psychrophilic and psychrotrophic clostridia associated with “blown pack” spoilage 
of vacuum-packed meats. Journal of Applied Microbiology , v.88, p.107-116. 2000a. 
11. BRODA, D.M.; SAUL, D. J.; LAWSON, P. A.; BELL, R. G.; MUSGRAVE, D. R. Clostridium gasigenes 
sp. nov. a psychrophile causing spoilage of vacuum- packed meat.  International Journal of 
Systematic and Evolutionary Microbiology , v. 50, p. 107-118, 2000b. 
 37
12. BRODA, D.M.; BELL, R.G.; BOEREMA, J.A.; MUSGRAVE, D.R. The abattoir source of culturable 
psychrophilic Clostridium app. Causing “blow pack” spoilage of vacuum-packed chilled venison. Journal 
of Applied Microbiology , v.93, p.817-824. 2002. 
13. BRODA, D.M.; MUSGRAVEB, D.R.; BELLA, R.G. Molecular differentiation of clostridia associated 
with ‘blown pack’ spoilage of vacuum-packed meats using internal transcribed spacer polymorphism 
analysis. International Journal of Food Microbiology , v. 84, p.71-77. 2003a. 
14. BRODA, D.M.; BOEREMA, J.A.; BELL, R.G. PCR detection of psychrophilic Clostridium spp. causing 
blown pack spoilage of vacuum-packed chilled meats. Journal of Applied Microbiology , v.94, p. 515-
522. 2003b. 
15. BRODA, D.M.; BOEREMA, J.A., BRIGHTWELL, G.  Sources of psychrophilic and psychrotolerant 
clostridia causing spoilage of vacuum-packed chilled meats, as determined by PCR amplification 
procedure.  Journal of Applied Microbiology,  p. 1-9.  2009. 
16. BYRNE, B.; MONAGHAN, A.; LYNG, J.; SHERIDAN, J.; BOLTON, D.  A case of blown pack meat linked 
to Clostridium estertheticum in Ireland.  Journal of Food Safety, v.29, p.629-635.  2009.  
17. CASSIN, M.H.; LAMMERDING, A.M.; TODD, E.C.D.; ROSS, W.; McCOLL, R.S.  Qualitative risk 
assessment for Escherichia coli O17_H7 in ground hamburgers.  International Journal of Food 
Microbiology, v.41, p. 21-44.  1998. 
18. CHASCO, J.; ALZUETA, M.J.; BERIAIN, M.J.; INSAUSTI, K.  Estimate of the shelf-life of beef under 
vacuum packaging by objetive and subjective measurements.  Journal of Food Quality, v.26, p.499-509.  
2003. 
19. CHAVES, R.D.  Avaliação microbiológica e do potencial de estufamento por bactérias ácido lácticas e 
enterobactérias em cortes bovinos embalados a vácuo. Campinas, 2010.  119p.  Dissertação de Mestrado 
apresentada à Faculdade de Engenharia de Alimentos para obtenção do título de mestre em Ciência de 
Alimentos.  Universidade Estadual de Campinas. 
20. CLEMENS, R., ADAM, K.; BRIGHTWELL, G.  Contamination levels of Clostridium estertheticum spores 
that result in gaseous spoilage of vacuum-packaged chilled beef and lamb meat. Letters in Applied 
Microbiology , 50: 591–596.  2010. 
21. DAINTY, R.H.; EDWARDS, R. A., HIBBARD, C. M.  Spoilage of vacuum-packed beef by a Clostridium sp. 
Journal of Science Food and Agricultural , v.49, p. 473-486, 1989. 
 38
22. DOMENE, S.M.A.   A contribuição da carne bovina para uma alimentação saudável.  Serviço de 
Informação da Carne.   In: V Congresso Brasileiro das Raças Zebuínas, Uberaba, 2002. 
23. ERCOLINI, D.; RUSSO, F.; TORRIELI, E.; MASI, P.; VILLANI, F.  Changes in the spoilage-related 
microbiota of beef during refrigerated storage under different packaging conditions.  Applied and 
Environmental Microbiology, v.72, n.7, p.4663-4671.  2006. 
24. GRAU, F.H.  The spoilage of meat an meat products.  Food Technology in Australia, p.385-388.  1978. 
25. HOLDMAN, L.V.; CATO, E.P.; MOORE, W.E.C. Anaerobic Laboratory Manual . 4th Ed., Blacksburg, V.A. 
1977.   
26. HOLLEY, R.A.; GILL, C.O.  Usos de embalagem em atmosfera modificada para carn es e produtos 
cárneos .  Department of Food Science, Canadá, p.2-13.  2010. 
27. JONES, R.J.; HUSSEIN, H.M.; ZAGOREC, M.; BRIGHTWELL, G.; TAGG, J.R.  Isolation of lactic acid 
bacteria with inhibitory activity against pathogens and spoilage organisms associated with fresh meat.  
Food Microbiology, v.25, p.228-234.  2008. 
28. KALCHAYANAND, N.; RAY, B.; FIELD, R.A. Characteristics of psychrotrophic clostridium Laramie causing 
spoilage of vacuum-packaged refrigerated fresh and roasted beef. Journal of food Protection,  v.56, 
p.13-17. 1993. 
29.  KALCHAYANAND, N.; RAY, B.; JOHNSON, M.C. Spoilage of vacuum-packaged beef by Clostridium. 
Journal of Food Protection , v.52, p.424-426. 1989.  
30. KALINOWSKI, R.M.; TOMPKIN, R.B.  Psycrotrophic clostridia causing spoilage in cooked meat ad poultry 
products.  Journal of Food Protection, v.62, n.7, p.766-772.  1999. 
31. LAWSON, P.; DAINTY, R.H.; KRISTIANSEN, N.; BERG, J.; COLLINS, M.D.  Characterizations of a 
psychrtrophic Clostridium causing spoilage in vacuum-packed cooked pork: description of Clostridium 
algidicarnis sp. nov.  Letters in Applied Microbiology, v.19, p.153-157.  1994. 
32. LUND, B.M., GRAHAM, A.F., GEORGE, S.M. BROWM, D. The combined effect of incubation temperature, 
pH and sorbic acid on the probability of growth of non-proteolitic type of Clostridium botulinum. Journal of 
Applied Bacteriology 69, 481-492.  1990. 
33. MAPA. Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento. Procedimentos de verificação dos 
programas de autocontrole, Circular número 175 de 16 de maio de 2005. 
34. MASSAGUER, P.R.  In: Segundo relatório Técnico, projeto FAPESP 06/53571-1 Estudos de 
deterioração de carne bovina embalada a vácuo e fat ores que influenciam esta deterioração, 
período: setembro 2008 a setembro de 2009.  
 39
35. MASSAGUER, P.R.  Microbiologia dos Processos Alimentares, ed.Varela, 1ªed., 258p.  2008. 
36. MOSCHONAS, G., BOLTON, D., SHERIDAN, J. and McDOWELL, D. Isolation and sources of ‘blown 
pack’ spoilage clostridia in beef abattoirs. Journal of Applied Microbiology , 107: 616–624. doi: 
10.1111/j.1365-2672.2009.04229.x.  2009. 
37. NEWTON, K.G.; RIGG, W.J.  The effect of film permeability on the storage life and microbiology of 
vacuum-packed meat.  Journal of Applied Bacteriology, v.47, p.433-441.  1978. 
38. PEREIRA, J.L.  Material de Aulas Teóricas – Disciplina TA 615 – Microbiologia de Alimentos, ministrada 
na Faculdade de Engenharia de Alimentos – FEA, UNICAMP, Campinas, SP. 2010. 
39. ROÇA, R.O.  Microbiologia da carne.  Laboratório de Tecnologia de Produtos de Origem Animal – 
UNESP.  2008. 
40. ROSA, V.P.; KABUKI, D.Y.; KUAYE, A.Y.  Identificação dos locais de contaminação por Clostridium 
estertheticum e Clostridium gasigenes em linha de processamento de carne bovina embalada a vácuo.  
In: IV Congresso Brasileiro de Ciência e Tecnologia  de Carnes, sessão 6, Segurança Alimentar, 
p.477-479.  2007. 
41. SARANTÓPULOS, C.I.G.L. ; OLIVEIRA, L.M. ; PADULA, M. ; COLTRO, L. ; ALVES, R.M.V. ; GARCIA, 
E.E.C. Embalagens plásticas flexíveis – Principais polímeros e avaliação de propriedades. Cap. 7, item 
7.4.CETEA, 2002. 
42. SARCINELLI, M.F.; VENTURINI, K.S.; SILVA, L.C.  Características da carne bovina.  Boletim técnico: 
editado em 20/8/2007.  Universidade Federal do Espírito Santo. 
43. SATHISH, S.; SWAMINATHAN, K.  Molecular characterization of the diversity of Clostridium chauvoei 
isolates collected from two bovine slaughterhouses: Analysis of cross-contamination. Anaerobe , v.14, 
p.190-199.  2008.  
44. SCHIMTZ, R.A.; DNIEL, R.; DEPPENMEIER, U.; GOTTSCHALK, G.  The anaerobic way of life.  In: 
Prokaryotes, v.2, p.86-101.  2006. 
45. SEIDEMAN, S.C.; DURLAND, P.R.  Vacuum packging of fresh beef: a review.  Journal of Food Quality, 
v.6, n.1, p.29-47.  1982.  
46. SILLIKER, J.H.; ELLIOTT, R.P.; BAIRD-PAKER, A.C.; BRYAN, F.L.; CRISTIAN, J.H.B.; CLARK, D.S.; 
OLON, J.C.; ROBERTS JR., T.A.  Microbial Ecology of Foods – Food Commodities, v.2, p.333-667.  
1980. 
47. SILVA, A. R. ; SANCHEZ, C. P. P. ; CHAVES, R.D. ; MASSAGUER, PILAR RODRIGUEZ de . 
Quantification and identification of psychrotrophic Clostridium sp. spores from vacuum-packed chilled 
 40
Brazilian red meat. In: Spore Forming Bacteria in Food 2009, 2009, Quimper. Spore Forming Bacteria in 
Food 2009. Quimper : Danièle Sohier, Leguerinel Ivan, 2009 (a). p. 40-43. 
48. SILVA, A. R. ; CHAVES, R.D. ; TAHARA, A. C. C. ; MASSAGUER, PILAR RODRIGUEZ de . 
Characterization of spoiled vacuum-packed chilled brazillian bovine meat: lactic acid bacteria and 
clostridium. In: Congreso Iberoamericano de Ingenieria de Alimentos VII, 2009, Bogotá. Congreso 
Iberoamericano de Ingenieria de Alimentos VII. Bogotá, 2009 (b). 
49. SPRING, S.; MERKHOFFER, B.; WEISS, N.; KROPPENSTEDT, R.M.; HIPPE, H.; STACKEBRANDT, E.  
Characterization of novel psychrophilic clostridia from Antartic microbial mat: description of Clostridium 
lacusfryxellense sp. nov., Clostridium bowmanii sp. nov. and Clostridium psychrophilum sp. nov. and 
reclassification of Clostridium laramiense as Clostridium estertheticum subsp. Laramienese subsp. nov.  
International Journal of Systematic and Evolutionar y Microbiology, v.53, p.1019-1029.  2003. 
50. TARWATE, B.G.; SHERIKAR, A.T.; MURUGKAR, H.V.  Microbiological analysis of environmental sources 
of contamination in deonar abattoir.  Journal of Food Science and Technology, v.30, n.2, p.127-129.  
1993. 
51. WEENK, G.; FITZMAURICE, E. MOSSEL, D.A.A.; Selective enumeration of spores of Clostridium species 
in dried foods. Journal of Applied Bacteriology , v.70, p. 135-143, 1991. 
52. YANG, X.; BALAMURUGAN, S.; GILL, C.O.  Substrate utilization by Clostridium estertheticum cultivated in 























4. OBJETIVOS GERAIS 
 
Tendo em vista o exposto esta pesquisa teve por objetivos gerais: 
 Quantificar, isolar, caracterizar e identificar bioquímica e geneticamente espécies de 
Clostridium psicrotróficos isoladas a partir de cortes cárneos deteriorados e não 
deteriorados, comparando a precisão entre estas duas metodologias de 
identificação; 
 Monitorar a linha de produção do frigorífico parceiro, localizado no estado de São 
Paulo, quanto a presença de formas viáveis de Clostridium psicrotróficos e quanto a 
possíveis abusos de temperatura que possam favorecer a incidência destas 
espécies, identificando, em nível de espécie, os micro-organismos isolados; 
 Reproduzir o defeito de estufamento, mediante inoculação dos isolados 
identificados como Clostridium sp. psicrotrófico, provenientes das amostras de 
carne bovina deterioradas e não deterioradas embaladas a vácuo e do 
levantamento realizado no frigorífico parceiro, simulando as condições industriais 
(83°C/3s/6mBar), com posterior incubação a 2 e 15°C  / 4 semanas, analisando qual 
isolado melhor reproduz as características da deterioração; 
 Verificar a influência de diferentes condições de termoencolhimento e vácuo (83, 84 
e 87°C a 6 e 9mBar) sobre a habilidade de reproduçã o do defeito de estufamento, 
utilizando os 3 isolados que melhor representarem a problemática na carne bovina 
embalada a vácuo, no item anterior; 
 Por meio destes resultados, sugerir ações que possam retardar ou inibir a 




Para tanto, alguns objetivos específicos tiveram de ser atingidos: 
 Caracterização dos níveis de contaminação da carne bovina brasileira 
embalada a vácuo quanto a presença de Clostridium psicrotróficos 
englobando formas vegetativas e esporuladas (ativadas pelo calor e por 
álcool), traçando um perfil de contaminação para esta carne; 
  Avaliação dos diversos pontos do frigorífico que possam ser potenciais 
fontes de contaminação por Clostridium psicrotrófico: fezes, couro, corredor 
de atordoamento e sala de sangria, sala de desossa e esteiras de corte e 
embalagem, avaliando possíveis coincidências entre a microflora encontrada 
nas amostras deterioradas e recuperadas no frigorífico; 
  Identificação bioquímica e genética dos Clostridium isolados em nível de 
espécie e comparação da convergência entre ambos os perfis; 
 Inocular em cortes bovinos (10x5x2cm) suspensões das espécies 
identificadas como Clostridium, tanto provenientes de amostras deterioradas 
e não deterioradas, quanto do frigorífico, padronizadas para alcançar 
106UFC/50cm2 na superfície, para se verificar qual dos isolados melhor 
reproduz as características do estufamento sob condições aplicadas na 
indústria (83°C/3s/6mBar); 
 Testar a influência de diferentes condições de vácuo (6 e 9mBar) e 
termoencolhimento sobre a habilidade de reprodução do defeito de 
estufamento para os isolados que tenham reproduzido melhor estas 
características, avaliando qual condição impede ou retarda ao máximo o 
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RESUMO 22 
Esta pesquisa teve por objetivos enumerar os anaeróbios psicrotróficos vegetativos e esporulados presentes 23 
em cortes bovinos embalados a vácuo e resfriados, caracterizar e identificar estes isolados bioquímica e 24 
geneticamente, além de monitorar suas fontes junto à linha de produção de frigorífico no interior do estado 25 
de São Paulo. Para as enumerações foram utilizadas 8 amostras deterioradas e 5 não deterioradas, sendo 26 
analisados: exsudato (1mL), superfície (100cm2) e interior do corte cárneo (25g). As sub-amostras foram 27 
submetidas à enumeração de anaeróbios psicrotróficos vegetativos (Reinforced Clostridial Medium, 5% de 28 
sangue de carneiro desfibrilado estéril, 5% de glicose e 1.5% de Agar, RCM modificado), anaeróbios 29 
esporulados ativados pelo calor e pelo álcool, em Perfringens Agar Base (PAB, Oxoid, com 5% de solução 30 
de gema de ovo estéril, 15000UI polimixina/500mL e 6mg Kanamicina/500mL, PKP; 200mg 31 
cicloserina/500mL (PC)). Os isolados caracterizados preliminarmente como Clostridium foram submetidos ao 32 
teste de sensibilidade ao metronidazol. Aqueles com halos de inibição ≥ 3,5mm tiveram seu perfil fenotípico 33 
analisado mediante kit API 20A e seu perfil genético analisado (seqüênciamento do gene 16S rRNA). O 34 
isolamento no ambiente do frigorífico foi realizado a partir das fezes, couro, corredor de atordoamento e 35 
sangria, sala de desossa, esteiras de corte e embalagem, através de coleta por swabs acondicionados em 36 
caldo PYGS em anaerobiose por 4 semanas a 4 e 15°C.  Após, as amostras foram plaqueadas em meio RCA 37 
e SFP por 1 mês, caracterizadas e isoladas as colônias diferenciadas e ainda submetidas à confirmação, de 38 
gênero, para Clostridium. As confirmadas como Clostridium, foram identificadas fenotipica e geneticamente. 39 
Nas carnes deterioradas foi notado esverdeamento, aumento nos valores de pH e odores putrefativos e 40 
butíricos. As enumerações de psicrotróficos anaeróbios vegetativos, nas amostras deterioradas, atingiram 41 
níveis altíssimos (1014UFC/mL de exsudato). Quanto às formas esporuladas ocorreu predominância das 42 
ativadas pelo calor (105UFC/mL), sendo também recuperadas nas amostras não deterioradas. Bacillus 43 
facultativos psicrotróficos foram à flora dominante nas amostras deterioradas e não deterioradas com 50 e 44 
70%, respectivamente. Das 17 linhagens, provenientes dos cortes cárneos, suspeitas de serem Clostridium 45 
apenas 10 foram confirmadas como Clostridium, destas apenas 4 apresentaram perfis fenotípico e genético 46 
coincidentes (C1I13ESUPPKP; C2I2EXRCM; C4I8RCMEX; C2I5EXCHPC, sendo as 3 primeiras 47 
C.gasigenes e a última C.algidicarnis). Destes 10, 8 foram identificadas como C.gasigenes e 2 como 48 
C.algidicarnis. É importante enfatizar que em apenas 3 das 8 amostras de cortes cárneos deteriorados 49 
analisados (com estufamento), foram recuperados Clostridium psicrotrófico, ou seja, nas demais amostras 50 
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onde estas espécies não foram recuperadas, a microflora causadora do estufamento pode ser um grupo 51 
heterogêneo composto por Bacillus psicrotróficos facultativos, bactérias ácido lácticas e enterobactérias. Nos 52 
ambientes do frigorífico, temperaturas de 15°C fora m medidas em locais que deveriam estar com 53 
temperaturas entre 0-6°C ou no máximo 7°C. A partir  das superfícies do frigorífico foram recuperados 38 54 
isolados. Destes, apenas 2, recuperados do couro e do corredor de abate/esteira de corte, foram 55 
identificados como Clostridium, os demais foram caracterizados como Bacillus facultativos psicrotróficos. 56 
Estes dois foram identificados como C.gasigenes. Sendo assim, observou-se coincidência entre a flora 57 
encontrada nas superfícies do frigorífico e a flora recuperada a partir das amostras deterioradas. Além disso, 58 
a prevenção do defeito de estufamento não deve residir apenas na eliminação de células vegetativas de 59 
ambientes de planta, mas também na eliminação de esporos que, uma vez arrastados para a embalagem, 60 
poderão germinar, tornando-se potenciais causadores do defeito de estufamento, além, é claro, da 61 
manutenção de ambientes de produção e estocagem em temperaturas inferiores a 2°C.  62 
Palavras chave: Clostridium psicrotrófico, estufamento, fontes de ocorrência, identificação genética e 63 
fenotípica, abuso de temperatura. 64 
  65 
1. INTRODUÇÃO 66 
As exportações de carne bovina embalada a vácuo representaram para o Brasil, em 67 
2009, uma receita de US$ 4 bilhões de dólares, conferindo ao país o primeiro lugar no 68 
ranking mundial das exportações, com um volume exportado de 2 milhões de toneladas 69 
(ABIEC, 2010). Além disso, O RISPOA classifica a carne bovina como carne vermelha que 70 
apresenta grande importância nutricional na dieta brasileira por fornecer os principais 71 
nutrientes necessários, como por exemplo proteínas e lipídios (Sarcinelli et al., 2007). 72 
Quando se consideram as principais formas de deterioração da carne a vácuo, Broda et al. 73 
(2003b) citam que esta deterioração caracteriza-se por embalagens altamente distendidas 74 
e possuidoras de odores ofensivos após 4-6 semanas de refrigeração em temperaturas 75 
entre -1,5 e 2°C e ainda segundo Kachayanand et al. (1993), como embalagens com 76 
grande acúmulo de exsudato, odores alterados para H2S, a queijo ou pútridos, extensiva 77 
 47
proteólise, mudança de pH e alterações de cor, geralmente, para esverdeada. Pode-se 78 
destacar ainda que estes defeitos são agravados pelo abuso de temperatura de 79 
estocagem ou transporte (Broda et al., 1996a), entretanto também podem ocorrer em 80 
amostras que não sofreram este abuso (Broda et al., 2009). 81 
Neste enfoque, já é reconhecido por vários pesquisadores (Dainty et al., 1989; 82 
Kalchayanand et al., 1989; Broda et al., 1996a/b e Broda et al., 2000) que linhagens de 83 
Clostridium spp. psicrófilos ou psicrotróficos podem ser os agentes causadores desta 84 
deterioração nas carnes embaladas a vácuo e resfriadas. Entretanto, Chaves (2010) 85 
verificou que não somente Clostridium mas também espécies de enterobactérias, 86 
principalmente Hafnia alvei e algumas espécies de bactérias ácido lácticas, em alguns 87 
casos homofermentativas, como L.pentosus também podem ser implicados nestes 88 
episódios de estufamento. Em pesquisa conduzida por Silva et al. (2009a), detectou-se em 89 
5 amostras de carne bovina, um nível médio de contaminação por anaeróbios 90 
psicrotróficos vegetativos totais da ordem de 1013UFC/mL de exsudato, já para a 91 
população de esporulados psicrotróficos, estes níveis eram de 104esporos/mL de 92 
exsudato, sendo que predominaram as formas ativadas pelo calor, caracterizando assim a 93 
flora contaminante de regiões tropicais em detrimento àquelas das regiões temperadas, 94 
onde predominam as formas ativadas pelo álcool (Broda et al., 1996a). Nas 5 amostras 95 
deterioradas, as espécies identificadas preliminarmente como Clostridium psicrotrófico, 96 
corresponderam a 17,75% da contaminação total, já os Bacillus psicrotróficos 97 
corresponderam a 50% da contaminação total, sendo estes então a flora predominante. 98 
Além disso, do total de isolados, observou-se que maior número de Clostridium 99 
psicrotróficos foi obtido a partir de populações de esporos ativadas. Neste sentido Bell et 100 
al. (2001) citam que o termoencolhimento utilizado nas embalagens após 101 
acondicionamento das carnes é um facilitador da germinação de esporos contidos na 102 
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superfície da carne, os quais poderão, em condições adequadas, causar o defeito de 103 
estufamento. Os autores comprovaram que, inoculando C.estertheticum, em níveis de 104 
106esporos/cm2, ocorreu redução de até 50% na vida de prateleira do produto (de 84 para 105 
34 dias) submetido ao processo de termoencolhimento a 80°C/5s, condições similares as 106 
aplicadas pela indústria. Envolvendo as alterações na carne decorrentes da presença de 107 
Clostridium psicrotrófico, Yang et al. (2009) detectaram que o crescimento de espécies de 108 
C.estertheticum é limitado pela redução de glicose no meio, o que acontece aos 4 dias de 109 
incubação a 10°C, entretanto a hidrólise do glicogê nio continua numa taxa reduzida e o 110 
lactato, que antes de 4 dias não era utilizado, começa ser degradado rapidamente. Além 111 
disso, durante a incubação a concentração de amônia no meio aumenta linearmente, 112 
comprovando a atividade do micro-organismo sobre as proteínas. 113 
Acredita-se que, tanto a freqüência quanto a severidade das ocorrências de 114 
estufamento em carne a vácuo podem ser minimizados, dentre outros fatores, pela 115 
remoção de fontes de Clostridium psicrotróficos nas formas vegetativas e de esporos, nos 116 
ambientes dos frigoríficos ou ainda pela limitação e implantação de barreiras contra sua 117 
disseminação, a partir das carcaças para os ambientes da planta (Boerema et al., 2003). 118 
Neste sentido, pesquisa conduzida por Clemens et al. (2010) demonstrou que mesmo um 119 
esporo presente na carne a vácuo, que tenha sido arrastado da linha de produção, já é 120 
capaz de reproduzir o defeito de estufamento e distensão da embalagem, ao germinar, 121 
sendo que este defeito é intensificado quando a temperatura varia de -1,5° para 2°C. Em 122 
pesquisa conduzida por Broda et al. (2009) que visou a identificação de fontes de 123 
contaminação por espécies de Clostridium psicrotróficos em ambientes de plantas 124 
frigoríficas e superfícies que entram em contato com os cortes cárneos, os pesquisadores 125 
observaram que de 42 amostras analisadas a partir da sala de desossa, 1 foi positiva para 126 
a presença de Clostridium estertheticum e C.gasigenes e 25 foram positivas para 127 
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presença de C.algidicarnis/C.putrefaciens. Ainda segundo a mesma pesquisa, das 31 128 
amostras analisadas de fezes, todas foram positivas para presença de C.gasigenes e 129 
C.estertheticum e 2 foram positivas para presença de C.algidicarnis/C.putrefaciens. Além 130 
disso, a presença de Clostridium foi freqüentemente detectada nas carcaças resfriadas 131 
(Broda et al., 2009). Já Byrne et al. (2009) foram os precursores destas investigações em 132 
frigoríficos irlandeses, sendo os primeiros a estabelecer o vínculo entre a presença de 133 
C.estertheticum nas carnes a vácuo e superfícies de frigoríficos e o defeito de 134 
estufamento, para aquele país. 135 
Em pesquisa conduzida por Rosa et al. (2007) foi realizado o levantamento dos 136 
locais de contaminação por C.estertheticum e C.gasigenes em unidades frigoríficas no 137 
estado de São Paulo e do Mato Grosso, chegando a ser detectado por técnicas de PCR a 138 
positividade para C.estertheticum presentes no ralo da câmara fria e ralo da sala de 139 
desossa (frigorífico do estado de São Paulo) e na serra de corte da carcaça (frigorífico do 140 
Mato Grosso). A técnica de detecção de micro-organismos anaeróbios por PCR tem sido 141 
aplicada pelo fato destes se tratarem de espécies que envolvem metodologia laboriosa de 142 
detecção pela macha tradicional de análise microbiológica e tempo até que se comprove 143 
seu potencial na reprodução do estufamento, uma vez inoculados em cortes cárneos 144 
(Broda et al., 2003). Entretanto este método se torna limitado quando se observa que pela 145 
técnica somente são recuperados vestígios de DNA dos micro-organismos e não, 146 
necessariamente, cepas viáveis que poderiam causar efetivamente a deterioração. Neste 147 
sentido, Mochonas et al. (2009) comprovaram que, mesmo utilizando técnicas de cultivo 148 
tradicionais como swab, esponja e contagem, é possível se detectar a presença de 149 
espécies de C.estertheticum e C.gasigenes nas superfícies de frigoríficos, desde que 150 
estas técnicas sejam aplicadas de modo correto. Estes autores recuperaram 176 isolados 151 
de C.gasigenes e 17 de C.estertheticum a partir de 1680 amostras de diversas superfícies 152 
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analisadas, sendo que os pontos mais comuns de detecção foram nas áreas antes da 153 
remoção do couro e nas fezes.  154 
Assim sendo, torna-se extremamente necessário que se caracterize as amostras de 155 
carne a vácuo produzidas nas regiões de clima tropical quanto à presença de Clostridium 156 
psicrotróficos, bem como que se detecte as fontes de disseminação destes micro-157 
organismos junto a linha de produção do frigorífico. A presente pesquisa teve por 158 
objetivos, além de enumerar a flora de Clostridium psicrotróficos provenientes de cortes 159 
bovinos embalados a vácuo, deteriorados e não deteriorados, identificar as principais 160 
espécies bioquímica e geneticamente, além de detectar suas fontes em diversos pontos 161 
durante a linha de produção do frigorífico parceiro. 162 
  163 
2. MATERIAL E MÉTODOS 164 
2.1. Amostras 165 
Foram analisadas 8 amostras deterioradas e 5 amostras não deterioradas de carne 166 
bovina embalada a vácuo, sendo que todas se encontravam dentro do prazo de validade. 167 
O tipo de corte, peso, data de fabricação além de outros atributos descritivos das amostras 168 
analisadas estão apresentados na Tabela 1. 169 
Tabela 1 170 
2.2. Análises Microbiológicas 171 
2.2.1.Coleta e preparo das sub-amostras 172 
Todas as amostras foram abertas e examinadas qualitativamente quanto a 173 
presença de CO2 e H2 (FDA, 1998) após higienização da superfície das embalagens com 174 
álcool 70%, em capela de fluxo laminar. Além disso, também foram medidos os valores de 175 
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pH para cada amostra individualmente. Para análise do exsudato, 1mL foi coletado e 176 
imediatamente transferido para tubo com 9mL de caldo Reinforced Clostridium Medium 177 
(Oxoid, RCM) pré-reduzido por 20 minutos em ebulição. A análise da superfície foi 178 
conduzida a partir da coleta por swabs estéreis, umedecidos em fluido de diluição (salina 179 
0,85% e peptonada 0,1%), esfregados a 100cm2 da superfície da carne, medidos com 180 
auxílio de molde de metal estéril. Este procedimento foi repetido em 4 áreas diferentes e 181 
os swabs adicionados aos tubos contendo 9mL de caldo RCM pré-reduzido. Já para a 182 
análise do interior do corte cárneo foi coletado, de cada amostra, um cubo de 25g 183 
localizado a 5cm de profundidade (Dainty et al., 1989), objetivando-se maior recuperação 184 
das formas estritamente anaeróbicas. Após esta coleta, o cubo foi adicionado de 225mL 185 
de caldo RCM, previamente esterilizado e pré-reduzido, sendo homogeneizado por 2 186 
minutos em stomacher (Seward). Para enumeração dos micro-organismos anaeróbios, 187 
1mL deste homogeneizado foi transferido para 9mL de caldo RCM pré-reduzido (adaptado 188 
de Broda et al., 1996 a/b). 189 
2.2.2. Enumeração de psicrotróficos anaeróbios vege tativos  190 
As diluições apropriadas de cada sub-amostra (exsudato, superfície e corte) foram 191 
realizadas em fluido de diluição e 0,1mL destas diluições, nos níveis desejados, foram 192 
adicionados à superfície das placas contendo meio Reinforced Clostridial Agar Modificado 193 
(RCM, Oxoid, acrescido de 5% de sangue de carneiro desfibrilado e estéril, 0,5% de 194 
glicose e 1,5% de agar). Cabe ressaltar que estes meios, antes  da inoculação eram pré-195 
reduzidos, pela adição de 0,1mL de solução de catalase bovina estéril (Sigma), a 196 
concentração de 2000UI. Após inoculação, a incubação foi conduzida em jarras de 197 
anaerobiose a 15°C por 4 semanas (adaptado de Broda  et al., 1996a/b). Após este 198 
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período até 5 colônias morfologicamente diferenciadas foram selecionadas a partir da 199 
contagem de cada sub-amostra. 200 
2.2.3. Enumeração de psicrotróficos anaeróbios espo rulados  201 
Para a enumeração das formas esporuladas foram utilizados 2 tratamentos distintos 202 
de ativação dos esporos: ativação pelo calor, onde 1mL de cada sub-amostra foi 203 
adicionado a 9mL de fluido de diluição e submetidos a 80°C/10minutos, seguido de 204 
resfriamento, até temperatura ambiente em banho de gelo; ativação pelo álcool, onde 4mL 205 
de cada sub-amostra foi adicionado a 4mL de etanol, e submetidos a tratamento a 206 
15°C/60minutos (Broda et al. 1996a e Broda et al. 1 998). Após este tratamento foi 207 
procedida a neutralização em 8mL de caldo RCM previamente reduzido. Para cada um 208 
dos tratamentos foram realizadas diluições seriadas, em fluido de diluição e destas, 0.1mL 209 
foi adicionado à superfície do meio seletivo Perfringens Agar Base (PAB, Oxoid, com 5% 210 
de solução de gema de ovo estéril), adicionados de 15000UI/500mL de meio de polimixina 211 
e 6mg/500mL de meio de kanamicina (PKP), para recuperação das formas esporuladas 212 
anaeróbicas psicrotróficas totais e adicionados de 200mg/500mL de meio de cicloserina 213 
(PC), para enumeração das formas esporuladas anaeróbicas psicrotróficas sulfito 214 
redutoras. Todos os meios tiveram sua superfície previamente reduzida através da adição 215 
de solução estéril de catalase bovina, conforme descrito no item 2.2.3. A incubação foi 216 
procedida a 15°C/4semanas. Decorrido este período, até 5 colônias morfologicamente 217 
diferenciadas foram selecionadas a partir da contagem de cada sub-amostra. 218 
2.2.4. Enriquecimento anaeróbico  219 
Para enriquecimento da microflora presente, 1mL de cada sub-amostra foi 220 
adicionado a 9mL de caldo RCM, previamente reduzido, os quais foram selados com 221 
vaspar (2 partes parafina : 1 parte de vaselina) e incubados a 15°C/4semanas ou até 222 
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turbidez. Decorrido este tempo, 1 alçada do conteúdo de cada tubo de enriquecimento foi 223 
estriado nos meios de cultivo (RCA modificado, PKP e PC) (Broda et al. 1996a/b), sendo 224 
estas placas incubadas a 15°C por até 4 semanas.  225 
2.2.5. Codificação, isolamento e caracterização bio química dos isolados  226 
Os isolados obtidos a partir das contagens realizadas nas sub-amostras dos cortes 227 
cárneos e os obtidos a partir do enriquecimento foram codificados de acordo com sua 228 
origem, seguindo o código: C1I1EXRCM, onde: C1 representa o número da amostra 229 
analisada (no caso, carne 1); I1 – o número do isolado encontrado na amostra analisada 230 
(no caso, isolado 1); EX – origem do isolado, podendo variar entre exsudato (EX), 231 
superfície (SUP) e corte - interior (COR); RCM – o meio de cultura a partir de onde foi 232 
recuperado o isolado, podendo variar entre: RCM, PKP e PC, sendo que no caso de PKP 233 
e PC foram introduzidos os códigos complementares que representam os choques de 234 
ativação que recuperaram o isolado: ET – no caso dos ativados pelo álcool e CH – no 235 
caso dos ativados pelo calor. 236 
Os isolados representativos de cada contagem foram codificados e purificados em 237 
meio Columbia Blood Agar (CBA, Oxoid, CM 331) acrescido de 5% de sangue de carneiro 238 
desfibrilado e estéril, com incubação a 15°C até qu e a colônia ficasse visível ou por 10 239 
dias, em jarra anaeróbica (Broda et al., 1997). Para verificação da pureza foi realizada a 240 
caracterização morfológica das colônias bem como microscópica, mediante coloração de 241 
Gram e esporos. Os isolados caracterizados como bastonetes G(+) e esporulados foram 242 
submetidos a testes tidos como determinantes para o gênero Clostridium.  243 
 Ensaios de produção da enzima catalase e produção de esporos: os isolados 244 
foram repicados em meio Agar Gema de Ovo, indicado para realização do 245 
teste por não conter hemeproteínas (Holdman et al., 1977). Após repique 246 
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foram incubados em jarra anaeróbica a 15°C por no m áximo 24h. Decorrido 247 
o tempo de incubação, foi coletada, em uma lâmina, uma colônia e sobre ela 248 
adicionada uma gota de solução fresca de peróxido de hidrogênio 3% v/v. 249 
Quando não observado o desprendimento do oxigênio (produto da 250 
degradação do peróxido de hidrogênio pela enzima catalase), notado através 251 
da formação de bolhas, o teste foi considerado negativo. Aqueles isolados 252 
que não apresentaram a formação de esporos e apresentaram catalase (-) 253 
foram submetidos a um teste adicional de esporulação, sendo este 254 
conduzido em meio PYGS (Peptona extrato de levedura glicose amido), com 255 
as culturas incubadas a 12°C por 15 dias (Holdman, 1977); 256 
 Habilidade de crescimento em aerobiose: os isolados caracterizados como 257 
bastonetes, G(+), esporulados, catalase negativa, foram submetidos ao teste 258 
de crescimento em aerobiose, conduzido mediante repique dos mesmos em 259 
meio inclinado RCM, incubados a 15ºC por até 30h. As culturas com 260 
resultados negativos neste teste foram descritas como potenciais Clostridium 261 
sp.; 262 
 Sensibilidade ao metronidazol: este teste é indicado como “quase” específico 263 
para o grupo Clostridium, pois somente os membros deste grupo apresentam 264 
sensibilidade à ação deste antibiótico notada pela formação de halo de 265 
inibição de crescimento que varia de 4 a 6.0cm, considerando linhagens 266 
mesofílicas (Weenk et al., 1991). Este halo é formado porque quando 267 
linhagens de Clostridium são cultivadas em meios com baixos potenciais de 268 
óxido-redução, acrescidos do metronidazol, reduzirão o grupo S-nitro 269 
presente no anel imidazol a compostos que exercem atividade citotóxica 270 
sobre seu DNA, impedindo seu crescimento. Sendo assim, este teste foi 271 
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conduzido da seguinte forma: culturas frescas foram transferidas para o 272 
Columbia Blood Agar (CBA-Oxoid) e sobre o centro da superfície deste meio 273 
foi acrescentado um disco impregnado com 50 microgramas de metronizadol 274 
(Oxoid, DD8). Estas placas foram incubadas em jarras de anaerobiose por 275 
até 1 semana a 15ºC. Foram medidos os diâmetros das zonas de inibição ao 276 
redor dos discos e estes dados comparados aos obtidos por Weenk et al. 277 
(1991) para diferentes espécies de Clostridium mesofílicos. Além disso, 278 
como não existem na literatura relatos sobre a sensibilidade ao metronidazol 279 
das linhagens de Clostridium psicrotrófico padrões (C.gasigenes, 280 
C.algidicarnis, C.estertheticum laramiense, C.estertheticum estertheticum, 281 
C.putrefaciens e C.frigidicarnisi) estes isolados também foram repicados para 282 
o meio CBA acrescido do disco de metronidazol (50µg) e incubados em jarra 283 
anaeróbica por 1 semana para medição do halo de inibição formado. Os 284 
diâmetros destes halos foram considerados como os padrões de resposta 285 
para a inibição das culturas dos padrões de Clostridium psicrotróficos 286 
adotados como referência na deterioração de carnes embaladas a vácuo, 287 
perante este teste. 288 
2.2.6. Estudo da microbiota proveniente de ambiente s de frigorífico e superfícies que 289 
entram em contato com a carne  290 
A. Coleta das amostras para isolamento de micro-org anismos anaeróbicos psicrotróficos a 291 
partir de fezes bovinas 292 
Foram coletadas três (3) amostras de fezes e colocadas, em cada um de três sacos 293 
de stomacher estéreis codificados. Para recuperação de Clostridium sp. psicrotrófico, dois 294 
swabs, umedecidos em solução salina (0,85%) peptonada (0,1%), por amostra, foram 295 
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esfregados nas fezes bovinas e colocados, individualmente, em tubos 25x200mm 296 
contendo 20mL do caldo exaustado PYGS (Peptone Yeast Extract Starch Glicose), 297 
previamente exaustados a 100°C/20 minutos, conforme  descrito por (Lund et al, 1990), 298 
sendo, imediatamente após inoculação, selados com 2 polegadas de vaspar antes da 299 
incubação. Um tubo de cada amostra foi incubado a 4°C e a 15°C por até 3 semanas 300 
(Boerema et al, 2003). As amostras foram codificadas como F1 - 4, F2 - 4, F3 - 4, F1 - 15, 301 
F2 - 15 e F3 - 15. 302 
B. Coleta das amostras para isolamento de micro-org anismos anaeróbicos psicrotróficos a 303 
partir do couro 304 
A partir de cada uma de três amostras de couro de um bovino recém abatido foram 305 
separadas duas sub-amostras de 2 cm2. Cada sub-amostra codificada foi transferida para 306 
frascos Schott, contendo 75mL do caldo exaustado PYGS (Lund et al., 1990), e selados 307 
com vaspar antes da incubação a 4°C e 15°C (Boerema  et al., 2003). As amostras foram 308 
codificadas como C1 - 4, C2 - 4, C3 - 4, C1 - 15, C2 - 15 e C3 - 15.  309 
 310 
C. Coleta das amostras para isolamento de micro-org anismos anaeróbicos psicrotróficos a 311 
partir do solo 312 
Foram coletadas três amostras em duplicata, por swab, entre o corredor de 313 
atordoamento e a sala de sangria (porta de entrada do box de atordoamento, canaleta de 314 
sangria e ralo da canaleta de sangria) e mais três amostras da sala de desossa (mesa de 315 
desossa, chão da sala e desossa e ralo da mesa de desossa). Cada uma das doze 316 
amostras foi inoculada, individualmente, em tubos 25x200mm contendo 20mL do caldo 317 
exaustado PYGS (Lund et al., 1990) e selados com vaspar. Um tubo de cada amostra foi 318 
incubado a 4°C e a 15°C por até 3 semanas (Boerema et al, 2003). As amostras entre o 319 
corredor de atordoamento e a sala de sangria foram codificadas como CA1 - 4, CA2 - 4, 320 
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CA3 - 4, CA1 - 15, CA2 - 15, CA3 - 15 e as da sala de desossa como SD1 - 4, SD2 - 4, 321 
SD3 - 4, SD1 - 15, SD2 - 15 e SD3 - 15. A temperatura do ambiente de atordoamento e 322 
sangria também foi medida.  323 
 324 
D. Coleta das amostras para isolamento de micro-org anismos anaeróbicos psicrotróficos a 325 
partir das esteiras das áreas de corte e embalagem 326 
Dois swabs úmidos, para cada um de três pontos da esteira de corte (início, meio e 327 
fim) e mais três pontos da esteira de embalagem (início, rampa de acesso ao 328 
acondicionamento a vácuo e acondicionamento), foram esfregados nas superfícies 329 
conforme metodologia de Sveum et al. (1992). Após a coleta os swabs foram inseridos em 330 
tubos 25x200mm contendo 20mL do caldo exaustado PYGS, pra enriquecimento (Lund et 331 
al, 1990). Após selagem dos tubos com vaspar, as amostras foram incubadas a 4°C e a 332 
15°C sem agitação, sendo codificadas: para esteira de corte como: EC1 - 4, EC2 - 4, EC3 333 
- 4, EC1 - 15, EC2 - 15, EC3 - 15 e, para esteira de embalagem como: EE1 - 4, EE2 - 4, 334 
EE3 - 4, EE1 - 15, EE2 - 15 e EE3 - 15. A temperatura do ambiente da área de corte e 335 
embalagem foi medida. 336 
 337 
E. Plaqueamento das amostras 338 
Após incubação foram consideradas positivos os tubos que apresentaram produção 339 
de gás e total redução do meio PYGS que gera coloração amarela do mesmo (Boerema et 340 
al., 2003). Os tubos foram consideradas negativos quando não apresentaram produção de 341 
gás e/ou total redução do meio. A 4°C foi adotado u m período de incubação de 4 342 
semanas, dado o metabolismo mais lento destas bactérias em baixas temperaturas. Após 343 
o período de incubação todas as amostras, coletadas e cultivadas conforme descrito nos 344 
itens 2.1 a 2.4, foram plaqueadas, em duplicata, no meio não seletivo RCM modificado, 345 
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com adição de 5% de sangue de ovelha desfibrilado (Broda et al., 1998) e no meio seletivo 346 
SFP+YE – Shahidi Ferguson Perfringens Agar (Oxoid), adicionado de 5% de solução de 347 
gema de ovo estéril (Broda et al., 1998), objetivando a recuperação de células vegetativas 348 
e possíveis esporos (viáveis) que germinaram durante o processo de enriquecimento. As 349 
duplicatas de cada amostra foram incubadas a 4°C e a 15°C, respectivamente, por 3 350 
semanas, em jarras de anaerobiose. Decorrido este tempo, até 5 colônias distintas 351 
representativas de cada ponto analisado tiveram seus isolados codificados, transferidos 352 
para Agar Lactose gema de ovo (formulado), incubados e caracterizados, para 353 
confirmação do gênero Clostridium.  354 
 355 
2.2.6. Caracterização bioquímica dos isolados de Cl ostridium  provenientes das 356 
carnes e das superfícies do frigorífico  357 
Os isolados que foram caracterizados como bastonetes, G(+), esporulados, 358 
catalase negativa, crescimento em aerobiose (-) e sensíveis ao metronidazol, com 359 
formação de zonas de inibição maiores que 3,5 mm, foram identificados em nível de 360 
gênero como Clostridium sp. Estes tiveram seu perfil de fermentação de carboidratos 361 
avaliado mediante inoculação prévia em RCA e após 24h, as suspensões de células 362 
vegetativas foram padronizadas na escala 2 (2x108UFC/mL) do aparelho  Densimat 363 
(bioMeriéux) para inoculação das galerias dos kits API 20A (bioMeriéux), onde foi avaliada 364 
a fermentação de 20 carboidratos, após incubação por 24 ou 48h a 15ºC em jarras de 365 
anaerobiose. Como testes complementares foram realizados ainda: produção de 366 
lecitinase, lipase, amilase, degradação de caseína e digestão da carne, conforme indicado 367 
por Holdman et al. (1977). Além disso, como o banco de dados do API é limitado, não 368 
apresentando dados para identificação de Clostridium psicrotróficos, este teste foi utilizado 369 
como coadjuvante fornecendo assim dados utilizados na comparação do perfil de 370 
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fermentação de carboidratos destes isolados com os padrões de Clostridium psicrotrófico 371 
(C.algidicarnis, C.putrefaciens, C.gasigenes, C.estertheticum, C.laramiense e 372 
C.frigidicarnis), encontrados na literatura. 373 
2.2.7. Identificação genética dos isolados de Clost ridium   374 
A identificação genética foi realizada pelo Centro de Energia Nuclear na Agricultura 375 
– Laboratório de Microbiologia e Biologia Molecular da ESALQ – USP, Piracicaba, SP, sob 376 
a supervisão da Dra. Siu Mui Tsai. Para tanto, o DNA de cada espécie foi extraído 377 
conforme metodologia de Stirlling (2003) e Doyle & Doyle (1980). Para uma quebra mais 378 
efetiva das células Gram positivas foi aplicado um tratamento com lisozima.  A reação de 379 
sequênciamento do PCR foi feita em solução contendo 200 ng de DNA (produto de PCR 380 
purificado); 2 µL de DYEnamic (DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit, 381 
Amersham, Biosciences GE); 1 µL de primer a 5 pmol; 3 µL de buffer de diluição 2,5X (400 382 
mM Tris-HCl pH 9,0; 10 mM MgCl2) e água Milli-Q esterilizada para um volume final de 10 383 
µL. A reação foi feita em termociclador nas seguintes condições: 30 ciclos com 384 
desnaturação a 95°C por 20 segundos, anelamento a 5 5°C por 15 segundos, extensão a 385 
60°C por 60 segundos. Os  primers utilizados foram: fD1 (27f) (AGA GTT TGA TCC TGG 386 
CTC AG); 357-341R (CTG CTG CCT CCC GTA GG); 341-357 (FCCT ACG GGA GGC 387 
AGC AG); 685-704F (GTA G(GC)G GTG AAA T(GC)C GTA GA); 1099-1114F(GCA ACG 388 
AGC GCA ACC C) e rD1 (1492r) (AAG GAG GTG ATC CAG CC). O perfil fenotípico de 389 
similaridade foi obtido a partir de comparações com os dados do Greengenes bank 390 
(DeSantis et al., 2006) e a similaridade, pelo programa MEGA, v.4 (Tamura et al., 2007). 391 
2.2.8. Determinação da faixa de temperatura de cres cimento dos isolados  392 
Para se determinar o caráter psicrófilo ou psicrotrófico dos isolados, todos os que 393 
foram caracterizados como potenciais Clostridium foram submetidos aos testes de 394 
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crescimento em meio PYGS em anaerobiose nas temperaturas de 4, 15 e 37°C, 395 
observando-se onde o crescimento se mostrava mais intenso (redução do meio e 396 
turbidez).   397 
2.2.9. Determinação da faixa de pH de crescimento d os isolados  398 
Os isolados caracterizados como Clostridium psicrotróficos foram repicados para 399 
caldo RCM, previamente reduzido e ajustado para os seguintes valores de pH: 4,2; 5,2 e 400 
6,2, mediante adição de HCl 1N e 7,2 e 8,2; mediante ajuste com solução de NaOH 1N, 401 
medidos e pHmetro (Digmed). A incubação foi conduzida a 15°C/4semanas. Decorrido 402 
este tempo, a avaliação do crescimento foi realizada mediante leituras de densidade 403 
óptica a 600nm em espectrofotômetro (Buckman). 404 
 405 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 406 
3.1. Caracterização da deterioração 407 
As características associadas ao estufamento das amostras estão apresentadas na 408 
Tabela 2. 409 
Tabela 2 410 
A aparência, odor, ausência de proteólise e cor das amostras não deterioradas 411 
foram típicas (sem alteração), com a embalagem completamente aderida à carne e com 412 
pequenas quantidades de exsudato acumulado.  Com relação às carnes deterioradas, 413 
observou-se que em todos os cortes analisados, a embalagem se encontrava 414 
completamente distendida devido à alta produção de gás, com grande concentração de 415 
exsudato, alteração na cor tanto do exsudato quanto da superfície e interior do corte 416 
cárneo, além de degradação das fibras cárneas em decorrência da proteólise e alteração 417 
no odor que variou entre odor de ‘queijo’ e odor putrefativo. O odor putrefativo pode estar 418 
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relacionado à presença das bactérias proteolíticas capazes de degradar os aminoácidos 419 
sulfurados liberando seus radicais amina, causando ainda no geral aumento nos valores 420 
de pH da carne nas amostras 1, 2, 7, 9, 10, 11 e 14 se comparados aos valores 421 
considerados para carne sem deterioração (pH 5,5 a 5,8; Roça, 2008). Em adição, Dainty 422 
et al. (1989) citam que a produção de compostos sulfurados é uma evidência clara de que 423 
espécies de Clostridium atuaram na carne metabolizando os aminoácidos cistina e 424 
cisteína.  425 
Já o odor de queijo pode estar relacionado à presença de micro-organismos de 426 
fermentação butírica ou mista, responsáveis pela degradação de carboidratos. Estes 427 
micro-organismos são ainda os responsáveis pela produção de ácido butírico e butanol, 428 
geralmente presentes na atmosfera destas embalagens deterioradas, caracterizando o 429 
tipo de deterioração por Clostridium sacarolíticos, os predominantes no defeito de 430 
estufamento, segundo Broda et al. (1996a). Neste enfoque, Seideman & Durland (1982) 431 
citam que os odores em carnes a vácuo, podem ser produzidos, em geral, por uma 432 
variedade de ácidos graxos voláteis liberados, em boa parte, por bactérias lácticas 433 
heterofermentativas e além disso, que o ácido láctico produzido por estas bactérias ao 434 
reduzir o valor de pH causam fixação de compostos amina que são reconhecidos como 435 
principais agentes responsáveis pelos odores putrefativos. Neste último caso podem ser 436 
enquadradas as bactérias ácido-lácticas (BAL), microaerófilas, capazes de crescer em 437 
ambientes com baixa ou nenhuma tensão de oxigênio, produzindo ácido butírico, 438 
componente que gera o odor amanteigado ou de queijo (Jones et al., 2004). Além disso, 439 
pode-se observar pela Tabela 2, que ocorreu a predominância da formação da cor 440 
vermelho-esverdeada em 7 das 9 amostras analisadas (Figura 1).  441 
Figura 1 442 
 62
Cabe ainda ressaltar que o pH para estas carnes foi maior que o considerado 443 
normal para carnes sem deterioração (pH 5,5 – 5,8). Segundo Seideman & Durland (1982) 444 
a produção de sulfito de hidrogênio pode ser o responsável por esta alteração na 445 
coloração da carne, pela formação de um composto denominado sulfomioglobina, que, em 446 
geral, ocorre pela atividade de algumas bactérias que conseguem se desenvolver em 447 
baixas tensões de oxigênio, como Pseudomonas mephitica. Contudo, quando estas 448 
embalagens a vácuo são abertas e expostas ao oxigênio, a coloração verde da 449 
sulfomioglobina se transforma, dada a oxigenação, a vermelha (oxisulfomioglobina), 450 
todavia o odor é completamente alterado, lembrando aos odores de compostos sulfurados.  451 
3.2. Enumeração dos anaeróbios psicrotróficos veget ativos e esporulados  452 
Os resultados referentes às enumerações de psicrotróficos anaeróbios realizadas 453 
nas amostras de carne bovina deterioradas e não deterioradas estão apresentados na 454 
Tabela 3.  455 
Tabela 3 456 
Pela Tabela 3 pode-se observar que a flora predominante foi representada pelas 457 
formas anaeróbicas vegetativas, atingindo populações de 1014UFC/mL no exsudato. Tanto 458 
para as amostras deterioradas quanto para as não deterioradas, esta flora não apresentou 459 
reduções acentuadas quando se passou do exsudato para a superfície ou interior do corte 460 
cárneo. Estas contagens são superiores em até 7 ciclos log às reportadas por Broda et al. 461 
(1996b) para carne de cordeiro deteriorada e embalada a vácuo. Além disso, para os 462 
mesmos autores, estas contagens se reduzem em 5 ciclos log ao se passar do exsudato 463 
para a superfície do corte cárneo. Este fato pode sugerir contaminação mais elevada por 464 
este tipo de micro-organismo em ambientes tropicais ou ainda, abuso nas temperaturas de 465 
estocagem ou manipulação durante a produção e acondicionamento. Ao se comparar os 466 
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resultados obtidos para as contagens de anaeróbios psicrotróficos vegetativos nas carnes 467 
não deterioradas e deterioradas, observou-se um incremento médio de 7 ciclos log, 468 
significativo a 99% de probabilidade para todas as sub-amostras analisadas (exsudato, 469 
superfície e corte).   470 
Quando se observa a população de esporulados, pode-se notar uma predominância 471 
na recuperação das formas ativadas pelo calor em detrimento às ativadas pelo álcool, 472 
atingido população de até 105esporos/mL de exsudato, para as amostras deterioradas. 473 
Resultados similares foram obtidos por Silva et al. (2009a) em análise de 5 cortes 474 
deteriorados de carne bovina embalada a vácuo. Entretanto, em pesquisa conduzida por 475 
Broda et al. (1996a), onde foram analisadas amostras deterioradas a vácuo de diversos 476 
tipos de carne vermelha, foi observada a predominância das formas esporuladas ativadas 477 
pelo álcool em relação às ativadas pelo calor, sendo essas superiores em até 1 ciclo log. 478 
Este fato pode sugerir que a flora esporulada das regiões de clima tropical seja mais 479 
termoresistente que a flora encontrada nas regiões de clima temperado. Além disso, 480 
observa-se que, no geral, as contagens não se reduzem significativamente ao se passar 481 
do exsudato para a superfície ou interior do corte cárneo, entretanto estes dados não 482 
foram analisados estatisticamente por se tratarem de conjuntos amostrais diferenciados 483 
(heterogêneos). Comparando-se as contagens de esporulados recuperadas nas amostras 484 
deterioradas versus as recuperadas nas amostras não deterioradas, observa-se que as 485 
primeiras são superiores em até 4 ciclos log, exibindo uma diferença significativa em nível 486 
de 99% de probabilidade, quando se compara o exsudato das amostras e de 95% de 487 
probabilidade para superfície e corte. Contudo, as amostras não deterioradas não estão 488 
livres dessas espécies anaeróbias esporuladas, ativadas pelo calor ou pelo álcool. 489 
Supostamente, o que ocorre seria que, no caso das amostras não deterioradas, não foram 490 
impostas, ao produto, condições favoráveis à germinação destes esporos, como por 491 
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exemplo, o abuso de temperatura de refrigeração durante a distribuição ou estocagem. 492 
Neste sentido, Betts & Gaze (1995) citam que para carne bovina embalada a vácuo 493 
estocada sob refrigeração, qualquer flutuação na manutenção da temperatura poderia 494 
promover um aumento da flora psicrotrófica presente na carne “in natura”. Já Broda et al. 495 
(2009) afirmam que, a deterioração em carnes embaladas a vácuo e refrigeradas por 496 
Clostridium psicrotrófico ou psicrotolerante tipicamente, vem ocorrendo na ausência de 497 
abusos de temperatura ou falhas no sistema de embalagem e consequentemente tem se 498 
tornado uma preocupação ainda maior na indústria de carnes.  499 
3.3. Caracterização dos isolados psicrotróficos ana eróbios obtidos para cada corte cárneo 500 
analisado 501 
Dentre as sub-amostras analisadas, o exsudato proporcionou maior recuperação de 502 
isolados para as amostras deterioradas e não deterioradas analisadas (Figura 2). Estes 503 
resultados concordam com os obtidos por Broda et al. (1996a/b). 504 
Figura 2 505 
Considerando as amostras deterioradas analisadas, foram recuperados um total de 506 
99 isolados, observando-se a predominância de Bacillus sp. psicrotróficos facultativos 507 
(52,52% dos isolados). Similarmente, nas amostras não deterioradas, de 46 isolados 508 
recuperados, 71,74% foram descritos como Bacillus sp. psicrotróficos facultativos. Quanto 509 
aos anaeróbios estritos psicrotróficos (Clostridium), estes representaram, efetivamente, 510 
apenas 8,09% e 4,38% do número de isolados recuperados a partir das amostras 511 
deterioradas e não deterioradas respectivamente. Os demais isolados foram identificados 512 
preliminarmente como Streptococcus sp., Staphylococcus sp. e Lactobacillus sp., 513 
conforme índices apresentados na figura 3. Cabe ressaltar que esta predominância de 514 
Bacillus sp. psicrotróficos e facultativos caracteriza a flora presente nas regiões de clima 515 
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temperado, já que, Broda et al. (1996a/b) recuperaram na grande maioria, bactérias ácido 516 
lácticas. Kachayanand et al. (1989) não conseguiriam recuperar isolados de Clostridium 517 
sp. psicrotróficos a partir de amostras de carne embalada a vácuo e deterioradas 518 
analisadas, recuperando apenas Leuconostoc sp. Cabe ressaltar ainda, que as amostras 1 519 
e 2 foram as que mais proporcionaram recuperação de espécies de Clostridium, e que, 520 
nas amostras deterioradas 3, 7, 10 e 14 não foram recuperadas formas viáveis destes 521 
micro-organismos, o que comprova a teoria de que o defeito de estufamento na carne 522 
bovina embalada a vácuo está associado não só a espécies de Clostridium mas a uma 523 
microflora heterogênea, composta por Bacillus psicrotróficos facultativos, enterobactérias e 524 
bactérias ácido lácticas, capazes de crescer nas temperaturas de refrigeração e gerar o 525 
estufamento. É importante citar que, em paralelo a esta pesquisa, foi realizada, por 526 
Chaves (2010), a enumeração de bactérias ácido lácticas para estas mesmas amostras 527 
(com exceção da amostra 3), demonstrando que nestas amostras a concentração de 528 
bactérias ácido lácticas era > 108UFC/ml de exsudato. Este fato pode então explicar 529 
inibição das espécies de Clostridium nessas amostras em decorrência da produção de 530 
bacteriocinas por essas altas concentrações de bactérias ácido lácticas. Esta inibição já foi 531 
reportada por Jones et al. (2008) quando realizaram estudos do efeito inibitório de 532 
populações de Lactobacillus sp. sobre Clostridium estertheticum, constatando que o 533 
L.sakei exercia efeito inibitório capaz de impedir o crescimento deste micro-organismo em 534 
meios sintéticos. Já em 2009, Jones et al., realizaram experimento similar ao de 2008, 535 
entretanto padronizaram as populações de L.sakei em 106 e 103UFC/mL e inocularam em 536 
carnes (inoculadas superficialmente com populações de C.estertheticum de 103UFC/mL, 537 
representando na superfície do bife, 0,3UFC/cm2), obtendo como resultados que, 538 
populações de 103UFC/mL já eram capazes de reduzir o crescimento do C.estertheticum  539 
e consequentemente, já reduzir os efeitos do estufamento nas embalagens e que, para 540 
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populações acima de 106UFC/mL este crescimento foi inibido completamente, resultado 541 
que condiz com o obtido nesta pesquisa.  542 
3.4. Levantamento microbiológico no frigorífico par ceiro: Codificação, caracterização e 543 
temperatura medida nos pontos de coleta 544 
Na tabela 4 está apresentada a codificação para cada ponto de coleta analisado, 545 
bem como sua caracterização e temperatura medidas no ato da coleta. 546 
Tabela 4 547 
Pela Tabela 4 é importante se observar que as temperaturas medidas na sala de 548 
desossa, esteira de corte e esteira de embalagem do frigorífico parceiro estão muito acima 549 
das indicadas como aceitáveis para estes locais, estabelecida entre 0-6°C e crítica como 550 
7°C (MAPA, 2005). Para Betts & Gaze (1995) um aumen to na temperatura da carne 551 
bovina embalada a vácuo estocada sob refrigeração poderia causar a ativação das células 552 
viáveis da flora psicrotrófica, presente na carne, estimulando o crescimento desta 553 
população que, ao longo do tempo de estocagem sob refrigeração, ocasionaria a 554 
deterioração (estufamento, odor pútrido, digestão da carne e/ou esverdeamento da 555 
superfície da peça) do corte cárneo, ou seja, esta temperatura 8°C acima da preconizada 556 
como tecnicamente adequada favorece o crescimento da flora psicrotrófica na carne antes 557 
desta ser embalada a vácuo e, se esta contagem chegar a níveis altos, o vácuo não será 558 
uma barreira efetiva na proliferação e consequente deterioração destas amostras. Este 559 
fato explicaria as contagens tão elevadas da flora anaeróbica vegetativa (1014UFC/mL de 560 
exsudato nas carnes deterioradas). Ou ainda, esta temperatura alta poderia causar a 561 
esporulação de micro-organismos psicrotróficos e durante a estocagem caso estes 562 
esporos germinem poderão também causar o problema de estufamento. Em adição, em 563 
pesquisa realizada por Silva et al. (2010), observou-se que a população de esporos 564 
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ativados pelo calor chegou a níveis de até 105esporos/mL de exsudato, esporos 565 
provavelmente provenientes destes abusos de temperatura tanto na sala de desossa, 566 
quanto de embalagem. Já Grau (1978) afirma que pequenas oscilações de temperatura de 567 
até 2°C podem resultar em redução significativa na vida de prateleira da carne embalada a 568 
vácuo como conseqüência do favorecimento do crescimento de espécies psicrotróficas. 569 
Na Tabela 5 estão apresentados os resultados após a incubação das amostras 570 
coletadas nos diversos pontos de coleta no frigorífico após incubação a 4°C. A redução do 571 
meio PYGS, evidenciada pela alteração de cor da rezarzurina de púrpura para amarelo 572 
indica crescimento e formação de compostos redutores, em decorrência da atividade dos 573 
micro-organismos anaeróbios. Pode-se observar que em todos os casos foi notada a 574 
produção de gás bem como a redução total do meio PYGS, sendo a produção de gás e 575 
redução mais acentuada nos ambientes expostos a abuso de temperatura de refrigeração, 576 
tais como: sala de desossa e esteiras de corte e embalagem. 577 
Tabela 5 578 
Na Tabela 6 estão apresentados os resultados após incubação das amostras 579 
coletadas junto ao frigorífico parceiro e incubadas a 15°C.  580 
Tabela 6 581 
Confrontando-se as Tabelas 5 e 6 pode-se observar que a produção de gás e 582 
redução do meio foi mais intensa a 15°C, pois o cre scimento nos tubos foi visualizado já a 583 
partir do 4º dia de incubação indicando melhor condição de fermentação da flora mista, 584 
principalmente composta por cocos que reduzem o meio gerando condições favoráveis ao 585 
desenvolvimento do Clostridium. No que diz respeito à evolução da deterioração da carne 586 
bovina embalada a vácuo, Grau (1978) sugere que nas primeiras quatro semanas de 587 
estocagem a população predominante é de Brochotrix thermosphacta. Ao longo do tempo 588 
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esta população é substituída por populações de bactérias ácido láticas hetero-589 
fermentativas não acidúricas, que tem a função de reduzir ainda mais o meio pela 590 
produção de CO2 (produto do metabolismo destas bactérias), proporcionando assim o 591 
desenvolvimento de espécies que necessitam de ambiente mais reduzido, como 592 
Clostridium e intensificando o defeito de estufamento. 593 
 Já nos tubos incubados a 4°C o início do crescimen to foi tardio acontecendo a 594 
partir do 20º dia de incubação. Por este motivo estes tubos foram mantidos em incubação 595 
por 40 dias. Pode-se inferir então que a temperatura de abuso na estocagem favorece a 596 
produção de gás e consequente estufamento. 597 
As Tabelas 7 e 8 apresentam a caracterização de Gram, catalase, produção de 598 
esporos e lecitinase das culturas obtidas, em meio não seletivo de RCM adicionado de 5% 599 
de sangue de ovelha desfibrilado e no meio seletivo SFP+YE, com gema de ovo, quando 600 
incubadas a 15°C e a 4°C, respectivamente. Na Tabel  7 estão apresentadas as descrições 601 
dos isolados recuperados a partir da incubação das amostras a 15°C. 602 
TABELA 7 603 
Por meio da Tabela 7, pode-se observar que o maior número de isolados foi 604 
recuperado a partir da sala de desossa, seguida do corredor de abate, esteiras de corte e 605 
embalagem. Estes resultados coincidem com os obtidos por levantamento realizado por 606 
Broda et al. (2009) em frigoríficos da Nova Zelândia, a partir do enriquecimento de 357 607 
amostras. Nesta pesquisa, os autores detectaram em 25 de 42 amostras da sala de 608 
desossa, fragmentos de DNA de C.algidicarnis ou putrefaciens e em 1 de 42, fragmentos 609 
de C.gasigenes ou C.estertheticum.  610 
Dos 22 isolados, morfologicamente diferenciados recuperados a partir de cultivo em 611 
meio seletivo e não seletivo, a partir da incubação a 15°C e apresentados na Tabela 7, 14 612 
deles foram descritos preliminarmente como Bacillus facultativos sp. (63,7%); 7 foram 613 
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descritos como cocos, variando entre Streptococcus sp. (22,7%) e Staphylococcus sp. 614 
(9,1%); 1 descrito como Lactobacillus sp. (4,5%), não sendo recuperadas espécies 615 
identificadas como potenciais Clostridium. É de grande importância se enfatizar então que, 616 
a partir do cultivo a temperatura de 15°C não foram  recuperadas espécies viáveis de 617 
Clostridium psicrotróficos. Já em pesquisa conduzida por Rosa et al. (2007) foram 618 
recuperados estes micro-organismos em maior número, contudo foram recuperados 619 
apenas fragmentos de DNA que no caso de micro-organismos inviáveis de nada adianta, 620 
pois não implicará em um risco potencial de deterioração. 621 
Na Tabela 8 estão apresentadas as descrições dos isolados recuperados a partir da 622 
incubação das amostras a 4°C.  623 
TABELA 8 624 
 625 
A partir dos dados da Tabela 8, pode-se observar que a maior incidência de micro-626 
organismos se deu no corredor de abate e esteiras de corte e embalagem. Dos 16 627 
isolados recuperados a partir do cultivo a 4°C, 8 ( 50%) foram identificados preliminarmente 628 
como Bacillus sp. facultativos; 4 (25%) como Streptococcus sp.; 2 (12,5%) identificados 629 
como Clostridium sp e 2 (12,5%) foram identificados como Lactobacillus sp. 630 
O cultivo a 4°C proporcionou recuperação de isolado s descritos como potenciais 631 
Clostridium e estes isolados obtidos foram provenientes do corredor de abate e esteiras de 632 
corte e embalagem, além do couro. Já pesquisa realizada por Broda et al. (1997) detectou 633 
maior incidência de Clostridium psicrotrófico a partir de cultivo a 15°C, sendo pos itivo para 634 
51,1% das amostras. Quando o cultivo se deu a -1,5°C; segundo os mesmos autores, a 635 
positividade caiu para 4,4%, sugerindo assim um caráter mais psicrotrófico para os 636 
isolados. 637 
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A recuperação destes potenciais Clostridium tanto no couro quanto nas esteiras de 638 
corte, é de grande importância por se tratar de um foco de contaminação direto para os 639 
cortes cárneos. Moschonas et al. (2009) recuperaram maior número de isolados a partir do 640 
couro, sendo que 17,5% dos isolados foram identificados como C.gasigenes.  Estes micro-641 
organismos estariam então presentes na forma de esporos que germinaram durante o 642 
enriquecimento. É importante considerar que esta germinação também poderia ocorrer 643 
durante o período de estocagem do produto implicando em consequente deterioração. 644 
Neste sentido, pesquisa conduzida por Adam et al. (2010) citam que a germinação de 645 
esporos de Clostridium psicrotróficos provenientes de linha de frigoríficos e introduzidos 646 
nas embalagens pode implicar em deterioração do produto (estufamento), ou seja, as 647 
técnicas de prevenção e higienização de linhas também devem considerar a eliminação de 648 
formas esporuladas e não só de vegetativas.  649 
Apesar de Broda et al. (2002) indicarem como principais fontes de contaminação 650 
nos frigoríficos o solo e as fezes dos animais que podem arrastar esta contaminação até a 651 
sala de desossa, nesta pesquisa a maior fonte de contaminação se deu a partir das 652 
esteiras de corte e embalagem, bem como no corredor de abate e couro. Foi notado 653 
durante a visita ao frigorífico parceiro que a higienização das esteiras de corte e 654 
embalagem era realizada com solução de cloro 5ppm aplicada com um pano que servia 655 
como aplicador para todas as superfícies, independentemente da esteira. Este 656 
procedimento não é uma boa prática, pois pode causar contaminação cruzada ou arraste 657 
de contaminação de uma região para outra. Em pesquisa conduzida por Tarwate et al. 658 
(1993), foram investigados 9 diferentes pontos da linha de produção de frigoríficos para a 659 
presença de Bacillus e Clostridium, entre outras espécies. Observou-se que as maiores 660 
contaminações foram recuperadas a partir do chão, plataformas e paredes, chegando aos 661 
níveis de 104UFC/cm2. Além disso, os pontos que se apresentaram como mais críticos e 662 
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que demandaram de medidas emergenciais de controle destes micro-organismos foram: 663 
facas, lâminas da serra, ganchos e mãos dos operários.  664 
Nas Figuras 4 e 5 estão apresentadas as relações cocos x bastonetes recuperados 665 
a partir dos pontos de análise para 15 e 4°C.  666 
Por meio da Figura 4, a 15°C, pode-se observar que nas amostras coletadas a 667 
partir das fezes e no corredor de abate ocorreu uma predominância de cocos, já na sala 668 
de desossa e esteira de embalagem a predominância foi de bastonetes, representados por 669 
Bacillus psicrotróficos facultativos. Já na Figura 5, a 4°C,  nota-se que somente foram 670 
recuperados cocos a partir das amostras de fezes, couro e no corredor de abate. A maior 671 
incidência de cocos a 15°C pode ser produto de abus os de temperatura que favorecem o 672 
aparecimento desta flora. Em adição, esta alta contaminação por cocos não é usualmente 673 
considerada como um problema, apesar de seu alto potencial de deterioração, pois, 674 
segundo Seideman & Durland (1982), estes micro-organismos não são capazes de 675 
crescer nas temperaturas de refrigeração, enfatizando-se assim a necessidade de um 676 
rígido controle da temperatura a fim de se evitar abusos. 677 
Tanto os isolados recuperados a 4°C quanto a 15°C e  identificados preliminarmente 678 
como potenciais Clostridium foram submetidos aos testes bioquímicos para confirmação 679 
de gênero e, quando confirmados como Clostridium, identificados geneticamente. 680 
3.5. Caracterização dos isolados provenientes dos c ortes cárneos e das superfícies do 681 
frigorífico 682 
3.5.1. Isolados provenientes dos cortes cárneos 683 
Dos 17 isolados identificados como potenciais Clostridium (bastonetes, G(+), 684 
catalase (-), esporos (+), crescimento em aerobiose (-)), apenas 10 apresentaram 685 
sensibilidade ao metronidazol, com halos de inibição acima de 3,5mm. Este valor de halo 686 
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de inibição foi fixado considerando os resultados obtidos para os testes realizados com 687 
espécies de Clostridium psicrotróficas padrões para deterioração de carnes a vácuo, 688 
sendo que estas espécies obtiveram halos de inibição > 3,5mm. Estes valores são bem 689 
menores que os obtidos por Weenk et al. (1991), estudando halos de inibição por 690 
metronidazol para espécies mesofílicas de Clostridium (4-6cm), comprovando assim o 691 
caráter diferencial e menos sensitivo destes isolados. Além disso, estes resultados de halo 692 
de inibição para espécies psicrotróficas padrões de deterioração em carnes a vácuo, são 693 
de extrema importância pois nenhum dos autores revisados nesta pesquisa havia 694 
realizado este teste previamente. 695 
 Assim sendo, as 10 espécies identificadas como Clostridium foram submetidas a 696 
testes adicionais de hidrólise do amido, digestão da caseína, proteólise a partir de carne 697 
cozida e produção de lípase e lecitinase. Estes resultados estão apresentados na Tabela 698 
9. Por meio dos resultados da Tabela 9, pode-se observar que nenhum dos isolados foi 699 
capaz de digerir a caseína e 3 isolados não apresentaram atividade proteolítica em meio 700 
de carne cozida (CMM, Oxoid). Estes resultados estão em acordo com os obtidos por 701 
Lawson et al. (1994) que citam como características de espécies de Clostridium 702 
psicrotróficas, dentre elas C.algidicarnis, a baixa atividade caseolítica e ausência de 703 
atividade proteolítica, a partir da atividade de enzimas peptídicas. 704 
Tabela 9 705 
3.5.1. Isolados provenientes das superfícies do fri gorífico 706 
Dos 4 isolados caracterizados inicialmente como Clostridium (LMI1015°C, LMI14°C, 707 
LMI94°C e LMI134°C, onde LM – levantamento microbio lógico em frigorífico; I – número 708 
do isolado e 15 e 4°C – temperaturas de recuperação ) somente 2 tiveram esta 709 
identificação confirmada, pois apresentaram catalase negativa  a partir de meio com 710 
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ausência de heme-proteínas (Agar gema de ovo) e não foram capazes de crescer em 711 
aerobiose. Além disso, o isolado LMI1C4°C provenien te do couro também foi confirmado 712 
como Clostridium, evidenciando assim, o couro como uma fonte de contaminação por 713 
estas espécies. Resultados similares foram obtidos por Broda et al. (2009) em pesquisa na 714 
qual recuperaram em até 93,3% das amostras de couro analisadas, espécies de 715 
Clostridium psicrotróficas. Já o outro isolado confirmado como Clostridium 716 
(LMI13CA/EC4°C) foi recuperado a partir do corredor de abate e esteira de corte. Assim, 717 
estes dois isolados foram conduzidos ao teste de sensibilidade ao metronidazol e ensaios 718 
bioquímicos complementares para confirmação do gênero Clostridium, cujos resultados 719 
estão apresentados na Tabela 9. 720 
Considerando os resultados apresentados na Tabela 9, as duas culturas citadas 721 
acima foram confirmadas como pertencentes ao gênero Clostridium por se mostrarem 722 
sensíveis ao metronidazol, catalase negativa, esporuladas e sem crescimento em 723 
aerobiose, mesmo com valores de halo de inibição bem próximas ao valor considerado 724 
como limite do diâmetro do halo para Clostridium psicrotrófico (3,5mm) (Silva et al., 2010). 725 
É possível que o tamanho de halo seja dependente da temperatura de incubação, portanto 726 
não pode ser considerado como um teste discriminatório. 727 
3.6. Identificação fenotípica versus identificação genotípica 728 
Os 12 isolados identificados como Clostridium sp. (10 provenientes dos cortes 729 
cárneos e 2 da linha de produção do frigorífico parceiro) foram submetidos ao teste de 730 
fermentação de carboidratos, por meio do kit API20A, para serem identificados, em nível 731 
de espécie, mediante convergência destes resultados. Os perfis exibidos por cada isolado 732 
estão apresentados na Tabela 10. Entretanto é de extrema importância se enfatizar que 733 
no banco de dados do kit API 20A (API 20A, 1992) não existem dados para perfis de 734 
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fermentação de carboidratos, para as espécies de psicrotróficos padrões da deterioração 735 
de carnes embaladas a vácuo (C.algidicarnis, C.putrefaciens, C.gasigenes, 736 
C.estertheticum, C.frigidicarnis e C.laramiense), pois estas espécies foram estudadas 737 
posteriormente, sendo assim, sua identificação via este método fica muito limitada, o 738 
método se apresenta então como coadjuvante para auxiliar em futuras identificações 739 
genéticas destes isolados, e também para conhecer as características fenotípicas comuns 740 
às culturas padrão.  741 
Tabela 10 742 
Cabe ainda ressaltar que os isolados demonstraram caráter dominantemente 743 
sacarolítico com alguma atividade proteolítica demonstrada no meio de carne cozida, 744 
porém não sendo capazes de digerir a caseína (Tabela 9). Este fato ainda é evidenciado 745 
quando se consideram os açúcares digeridos e não digeridos apresentados na Tabela 10 746 
(indol e uréia (-); sacarose e xileose (+ na maioria dos casos) e glicose e manose (+ 747 
positivos em 100% dos casos)). Estes resultados concordam com os descritos por Broda 748 
et al. (1996a), em pesquisa na qual descrevem os isolados psicrotróficos anaeróbios 749 
recuperados como sendo um grupo heterogênio, dominantemente sacarolítico. Neste 750 
sentido, em pesquisa conduzida por Lindströn et al. (1999), foram testados 3 métodos 751 
rápidos de identificação de micro-organismos anaeróbios: API 20A, Rapid ID 32A e RapID 752 
ANA II. Foi detectado que o API 20A identificou erroneamente 68% das espécies de 753 
Clostridium não-proteolíticos sendo mais eficiente na identificação de espécies 754 
proteolíticas. Em adição, de 90-100% das espécies de Clostridium não proteolíticas são 755 
reportados como fermentadores de manose e sacarose, fato também observado no 756 
presente estudo (Tabela 10).  757 
Além disso, Broda et al. (1996a) citam que os métodos de identificação como o 758 
Rapid ID tem como temperatura ótima para expressão de seus resultados, 37°C, sendo 759 
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que as baixas temperaturas utilizadas no caso de identificações de Clostridium 760 
psicrotróficos, introduzem alta variabilidade a seus resultados. 761 
Considerando as identificações pelo kit API 20A, apresentadas na Tabela 10, pode-762 
se notar que dos 12 isolados, 6 foram identificados fenotipicamente como Clostridium 763 
beijerinkii / butyricum, com porcentagens de convergência de até 99.9%. É importante 764 
salientar que, para o banco de dados de API 20A, quando uma linhagem não se enquadra 765 
nos perfis depositados é automaticamente enquadrada na espécie tipo, no caso, 766 
C.beijerinkii / butyricum, gerando muitas vezes altos valores do perfil de convergência que 767 
não são necessariamente precisos na identificação. Outros 2 isolados (C1I14ESUPPC – 768 
76,2% e C2I2EXRCM – 76,8%) foram identificados como Clostridium clostridiiforme, 769 
entretanto os baixos índices de convergência comprovam mais uma vez a limitação do 770 
método, por não conter perfis de Clostridium psicrotróficos. Os isolados C2I5EXCHPKP – 771 
71%  e C4I8RCMEX – 99,9%, foram identificados como C.difficile e por fim, os 2 isolados 772 
de superfícies do frigorífico (LMI1C4°C e LMI13CA/E C4°C) foram identificados pelo 773 
sistema API 20A como C.baratii (até 99.8% de convergência). Resultados similares foram 774 
obtidos por Broda et al. (1996a), onde além do Clostridium beijerinckii / butyricum os 775 
autores também identificaram outros 2 isolados como C.difficile e C.lituseburense. 776 
Entretanto, cabe ressaltar que a linhagem de C.difficile é reportada por muitos autores 777 
como extremamente patogênica e de interesse médico, podendo causar até a morte em 778 
pacientes que ingiram suas toxinas, muitas vezes presentes em alimentos e para esta 779 
linhagem o API 20A tem alta precisão quando a incubação se dá por 24-48h (Lindströn et 780 
al., 1999). 781 
Partindo-se do princípio de que as identificações pelo kit API 20A podem não ser 782 
determinantes para as espécies psicrotróficas de Clostridium foi então realizada uma 783 
comparação entre os perfis fenotípicos, obtidos pelo kit, para os isolados de carnes 784 
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deterioradas e não deterioradas analisadas nesta pesquisa e as espécies de Clostridium 785 
psicrotróficas consideradas como padrões para deterioração de carnes a vácuo. As 786 
porcentagens de convergência para estas relações estão apresentadas na Tabela 11 e a 787 
comparação de cada isolado versus cada um dos padrões está apresentada no Anexo 2.  788 
Tabela 11 789 
Na Tabela 11 pode-se observar que a maioria dos isolados tem maior porcentagem 790 
de similaridade com C.estertheticum (7 isolados em 12) e com o C.algidicarnis (5 isolados 791 
em 12). Sendo assim estes resultados de identificação concordam com os resultados 792 
obtidos por diversos autores, principalmente Broda et al. (2000 e 2002) que estabelecem 793 
este micro-organismo como um dos principais deteriorantes nas carnes embaladas a 794 
vácuo e deterioradas. Já os dois isolados das superfícies do frigorífico tiveram perfil 795 
fenotípico de fermentação de carboidratos similar ao padrão C.gasigenes. Esta presença 796 
de C.gasigenes  nas superfícies do frigorífico já havia sido descrita anteriormente por 797 
Moschonas et al. (2009) que analisando 1680 amostras provenientes de superfícies de 798 
abatedouros bovinos, detectaram a presença de C.gasigenes em 176 amostras, cultivadas 799 
pelos métodos tradicionais e 300 amostras quando foi extraído DNA, demonstrando assim 800 
a alta incidência deste micro-organismo em ambientes de frigoríficos. 801 
Em contra-partida, para confirmação destes resultados, foi realizada a identificação 802 
genética desses isolados identificados como Clostridium sp. Os resultados da comparação 803 
entre as sequências 16S rRNA estão apresentados na Tabela 12. Pode-se notar que, 10 804 
dos 12 isolados foram identificados geneticamente como C.gasigenes, 2 como 805 
C.algidicarnis. Broda et al. (1999) indicam o C.algidicarnis apenas como deteriorante da 806 
carne não sendo capaz de produzir grandes quantidades de gás, entretanto pesquisas 807 
mais recentes como a de Adam et al. (2010) correlacionam este micro-organismo 808 
juntamente com Clostridium algidixylanolyticum, Clostridium estertheticum, Clostridium 809 
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frigidicarnis e Clostridium gasigenes ao defeito de estufamento na carne embalada a 810 
vácuo. 811 
Tabela 12 812 
Comparando-se assim os perfis de similaridade, genéticos e fenotípicos, pode-se 813 
observar que ocorreu coincidência entre os resultados para 6 dos isolados analisados, 814 
sendo 4 identificados como C.gasigenes: dois provenientes de cortes cárneos - 815 
C1I13ESUPPKP e C4I8RCMEX e dois provenientes do frigorífico – LMI1C4°C e 816 
LMI13CA/EC4°C; e 2 identificados como C.algidicarnis: C2I2RCMEX e C2I5EXCHPKP. É 817 
interessante notar que para estes 4 isolados a porcentagem de convergência para 818 
identificação genética foi acima de 99.5%. Esta porcentagem de concordância é 819 
considerada válida já que para Janda & Abbot (2007), as sequências da cultura a ser 820 
identificada deve ter no mínimo similaridade superior a 99%, à sequência da cultura de 821 
referência, sendo o ideal no mínimo 99,5% de similaridade. A sequência de referência 822 
deve ser obtida a partir de cultura que tenha passado por estudos de parentesco por DNA 823 
(por exemplo, hibridização DNA-DNA). Para identificações com similaridade inferior a 824 
99,5% em relação à sequência mais próxima, outras propriedades, incluindo 825 
características fenotípicas devem ser consideradas. Entretanto, para os outros isolados, 826 
não foi notada concordância entre os perfis. Na Figura 6 está apresentada a árvore 827 
filogenética com o agrupamento de cada isolado. Todavia, esta maioria de isolados 828 
identificados como C.gasigenes concorda com os resultados obtidos por Broda et al. 829 
(2003) que implicaram o C.gasigenes e C.estertheticum como os responsáveis pelo 830 
defeito de estufamento nas carnes a vácuo. Contudo pesquisas mais recentes, como a de 831 
Adam et al. (2010) citam como deteriorantes, além destes micro-organismos, o 832 
C.algidixilanolyticum  e C.algidicarnis como agentes causadores de defeito de estufamento 833 
em carnes vermelhas embaladas a vácuo. 834 
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Figura 6 835 
 Cabe se destacar que o isolamento de C.gasigenes, na forma viável, a partir de do 836 
couro e corredor de atordoamento/esteira de corte (mesmo micro-organismo recuperado 837 
nos dois últimos ambientes), junto ao frigorífico parceiro é de grande importância pois se 838 
trata de um micro-organismo reconhecidamente causador do defeito de estufamento, 839 
mesmo quando a incubação se processa entre 1 e 2°C,  causando evidências do defeito já 840 
aos 11dias de incubação (Broda et al., 2002) e, que no caso da presente pesquisa, foi 841 
isolado tanto do couro quanto do corredor de abate/esteira de corte. Este último local de 842 
isolamento deveria ser isento de contaminação já que, a partir daí a carne já segue para 843 
acondicionamento a vácuo e a presença deste micro-organismo na forma viável (células 844 
vegetativas ou forma esporulada, que poderá facilmente germinar durante a estocagem do 845 
produto), implicará em conseqüente defeito de estufamento. Estes locais de isolamento de 846 
Clostridium psicrotróficos coincidem com os locais descritos por Newton et al. (1978) e 847 
Rosa et al. 2007, em pesquisa na qual detectaram a presença destas espécies na serra de 848 
corte da carcaça, ralo da sala de desossa e ralo da câmara fria, através de amostras 849 
positivas para presença de DNA destas espécies, em duas unidades de frigoríficos 850 
nacionais. Entretanto, estes pesquisadores encontraram a predominância de DNA de 851 
C.estertheticum nestes locais, não isolando C.gasigenes, discordando portanto dos 852 
resultados obtidos na presente pesquisa, contudo, cabe enfatizar que aqui foram 853 
recuperadas espécies viáveis e não somente DNA, pois mesmo quando um micro-854 
organismo morre, seu DNA continua no ambiente. Já pesquisa conduzida por Moschonas 855 
et al. (2009) na qual investigaram a presença de C.estertheticum e C.gasigenes em 4 856 
frigoríficos irlandeses, ao longo do ano, detectou-se que de 1680 amostras coletadas, 218 857 
foram positivas para a presença de DNA de C.estertheticum e 300 para a de DNA de 858 
C.gasigenes. Em contra-partida, quando utilizaram métodos de cultivo tradicionais, 859 
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observaram  positividade em 17 e 176 amostras, para C.estertheticum e C.gasigenes, 860 
respectivamente. Cabe salientar que a maioria das amostras foi recuperada das áreas 861 
iniciais do processo e da área de remoção do couro. Pode-se observar então que a 862 
incidência de C.gasigenes mesmo quando se consideram as técnicas tradicionais de 863 
isolamento (capazes de recuperar unicamente células viáveis) também foi maior que a 864 
incidência de C.estertheticum, quando se trata da flora recuperada em frigoríficos 865 
irlandeses. Sendo assim, pode-se afirmar que, na presente pesquisa, na linha de 866 
processamento analisada, a espécie viável e indicada como potencial causador do defeito 867 
de estufamento foi C.gasigenes.  868 
3.7. Determinação das faixas de temperatura e pH pa ra o crescimento dos isolados 869 
Considerando os limites de temperatura para o desenvolvimento dos isolados, 870 
observou-se que, 10 deles exibiram caráter psicrotrófico, com crescimento desde 4 até 871 
37°C, entretanto, tendo menor crescimento a tempera tura alta (37°C). Já dois dos isolados 872 
(C2I5EXCHPKP – C.algidicarnis e C4I8RCMEX – C.gasigenes) não foram capazes de se 873 
desenvolver a 37°C, demonstrando assim, caráter mai s psicrotrófico. A temperatura ótima 874 
para o crescimento dos isolados se deu a 15°C. Send o assim, os isolados aqui estudados 875 
são definidos, segundo Broda et al. (1997), citando Olso & Nottingham (1980) como 876 
clostridios tolerantes ao frio e psicrófilos, ou seja, com temperatura ótima de crescimento 877 
entre 12-15°C. Segundo Morita (1975) os micro-organ ismos psicrotróficos têm uma 878 
temperatura mínima de desenvolvimento entre -5 e 5°C, ótima de 25-30°C e máxima de 879 
30-35°C. Cabe então indicar que, o crescimento a 37 °C por parte destes isolados não é 880 
comum. Ainda segundo essa definição, os micro-organismos psicrotróficos podem ser 881 
considerados como um subgrupo dos mesófilos, capazes de crescer em temperaturas 882 
menores que a temperatura mínima do grupo (mínima entre 5 e 15°C). Em pesquisa 883 
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conduzida por Broda et al (1996a) 2 dos 8 isolados testados tiveram seu ótimo de 884 
crescimento a 37°C e 4 deles não foram capazes de c rescer acima de 25°C. 885 
Quanto aos limites de pH para o desenvolvimento, observou-se que, dos 10 886 
isolados provenientes de cortes cárneos testados, 8 apresentaram melhor 887 
desenvolvimento (maiores leitura de densidade óptica) a pH 6,2 – C1I11EEXPKP; 888 
C1I13ESUPPKP; C1I14ESUPPC; C1I17ECORPC; C2I5EXCHPKP; C2I8EXCHPC; 889 
C4I8RCMEX e C5I7PCCOR; 1 cresceu melhor a pH 8,2 (C9I6RCMEX/SUP) e 1 a pH 7,2 890 
(C2I2EXRCM). Esta preferência pelo pH 6,2 explica-se quando se considera este valor 891 
como o valor próximo ao pH de carnes (5,5-6), sendo assim estes isolados estão bem 892 
adaptados aos valores de pH da carne. Estes resultados concordam com as descrições de 893 
espécies psicrotróficas de Clostridium dentre elas: C.gasigenes, C.estertheticum subsp. 894 
laramiense e C.algidicarnis, as quais citam um pH ótimo de desenvolvimento para estas 895 
linhagens entre 6,2 a 6,5; podendo até se desenvolver a pHs de 8,6 (Spring et al., 2003; 896 
Broda et al., 2000 e Kalchayanand et al., 1993). Quando são considerados os isolados 897 
provenientes de levantamento realizado no frigorífico parceiro, observou-se que ambos 898 
tiveram melhor desenvolvimento a pH 8,2. Estes resultados caracterizam mais um sub-899 
grupo dentro da flora anaeróbica psicrotrófica possivelmente responsável pela 900 
deterioração de carnes a vácuo, demonstrando uma heterogeneidade muito grande dentro 901 
do próprio grupo, sendo este composto por linhagens, isoladas de amostras deterioradas, 902 
que crescem melhor a pH 6,2 (adaptadas as condições do produto) e, por linhagens, 903 
isoladas dos ambientes de planta, que tem preferência por valores de pH maiores, o que 904 
pode levar a uma deterioração mais tardia, no caso destas serem arrastadas para as 905 
carnes, pois necessitarão de um período maior de adaptação às características do produto 906 
para então começarem a se reproduzir e causar o defeito de estufamento pela produção 907 
de gás, gerado por seu metabolismo. 908 
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4. CONCLUSÕES 909 
Por esta pesquisa pode-se concluir que: 910 
 a carga microbiológica predominante nas carnes a vácuo deterioradas 911 
ou não deterioradas é composta, majoritariamente, por uma flora psicrotrófica vegetativa; 912 
  quanto às formas esporuladas, pode-se enfatizar que, nos ambientes 913 
de clima tropical, predominam os esporos ativados pelo calor, muitos dos quais podem 914 
também ser ativados pelas condições de termoencolhimento aplicadas na indústria;  915 
 dentre os gêneros predominantes destacam-se os Bacillus 916 
psicrotróficos facultativos os quais coexistem com bactérias ácido lácticas e Clostridium, 917 
cabendo-se destacar que dentro deste último grupo, o C.gasigenes, responsável por 918 
83.3% dos isolados recuperados nesta pesquisa, provenientes de cortes cárneos e do 919 
frigorífico; 920 
 em 5 das 8 amostras deterioradas analisadas não foram recuperados 921 
Clostridium sp. psicrotrófico, comprovando que o defeito de estufamento na carne bovina 922 
embalada a vácuo não se restringe apenas a estes micro-organismos mas também a uma 923 
população heterogênea, composta por Bacillus psicrotróficos facultativos, bactérias ácido 924 
lácticas e enterobactérias;  925 
 os isolados recuperados apresentaram ampla faixa de pH para o 926 
desenvolvimento, sendo que os isolados de cortes cárneos tiveram expressiva 927 
predominância por pHs próximo ao da carne (6,2); já os provenientes do frigorífico, 928 
cresceram melhor em pH 8,2 e todos apresentaram ótimo de temperatura de 929 
desenvolvimento a 15°C, mas conseguiram também cres cer a 4°C. Este é um fato 930 
importantíssimo, pois as temperaturas de abuso durante a desossa e acondicionamento 931 
da carne, averiguadas, favorecem imensamente o desenvolvimento destes micro-932 
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organismos e/ou germinação de seus esporos, com posterior estufamento das 933 
embalagens;  934 
 Os isolados recuperados a partir do couro e corredor de abate/esteira 935 
de corte foram identificados como C.gasigenes, comprovando as suspeitas de que uma 936 
grande fonte de Clostridium psicrotrófico seriam as superfícies que entram em contato 937 
com a carne junto aos frigoríficos; 938 
 Por esta pesquisa fica comprovado que não basta a remoção junto ao 939 
frigorífico das formas vegetativas de Clostridium psicrotróficos mas a sanitização das 940 
linhas devem envolver também produtos que atuem sobre seus esporos, potenciais 941 
causadores do defeito de estufamento. Além disso, é necessário que se estabeleçam 942 
barreiras efetivas ao crescimento destes micro-organismos e as temperaturas de 943 
ambientes refrigerados na indústria sejam mantidas ao menos abaixo de 2°C, retardando 944 
assim o enriquecimento da flora bem como a chance de germinação de esporos com 945 
consequente deterioração do produto. 946 
 947 
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Tabela 1. Atributos descritivos das amostras deterioradas e n ão deterioradas analisadas. 1136 




Boneless beef  - contra-filé Cupim bovino 






amostra C1 C2 C3 C7 C9 C10 C11 C 14 
Peso (kg) 4-5 kg 4-5 kg 5-6 kg 5-6 kg 1-2kg 5-6 kg 5-6 kg 1-2kg 
Fabricação 14/07/2006 26/07/2006 26/07/2006 27/06/2009 26/08/08 10/01/2009 10/01/2009 02/04/2009 
Validade (-





5 meses 6 meses 6 meses 1 mês 4 meses 4 meses 4 meses 4 meses 
Tipo da 
Embalagem 


























Estufamento ++++ ++++ ++++ +++++ +++ +++++ +++ ++++ 
TIPO DE CORTE CÁRNEO – AMOSTRAS NÃO DETERIORADAS 
DESCRITIVOS 
DA AMOSTRA Boneless beef  - contra-filé 
Código da 
Amostra C4 C5 C6 C12 C13 
Peso (kg) 5-6kg 4-5 kg 5-6 kg 5-6kg 5-6kg 
Fabricação 08/2007 16/08/2007 30/06/2008 30/06/2008 30/08/2008 
Validade (-





4 meses 4 meses 15 dias 14 meses* 12 meses 
Tipo da 
embalagem EVA marca A EVA marca A EVA marca A EVA marca A EVA marca A 
Procedência 
do corte Frigorífico Parceiro 
Frigorífico 
Parceiro Frigorífico Parceiro Frigorífico Parceiro Frigorífico Parceiro 
Estufamento - - - - - 
Onde: (+): pequena quantidade de bolhas o exsudato ou carne; (++): grande quantidade de bolhas mas sem  distensão da 1137 
embalagem; (+++):  perda de vácuo e distensão da em balagem;  (++++) estufamento acentuado da embalagem  (Distensão 1138 
óbvia). Brigtwell et al.  (2007). 1139 
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 1140 
Tabela 2. Caracterização das amostras deterioradas de carne b ovina embalada a vácuo. 1141 




Boneless beef  - contra-filé Cupim bovino 






amostra C1 C2 C3 C7 C9 C10 C11 C 14 













+ - +++ + - + + + 
Odor 
putrefativo - acentuado - presente - presente presente - 









































































+ acentuada + acentuada + acentuada + + + + + 
pH exsudato 6,01 7,17 5,50 6,5 6,2 7,0 6,9 6,9 
Cor do 














gordura Esverdeada esverdeada Amarela clara Amarelada  Amarelada Esverdeada Esverdeada Esverdeada 
Onde: (+): pequena quantidade de bolhas o exsudato ou carne; (++): grande quantidade de bolhas mas sem  distensão da 1142 
embalagem; (+++):  perda de vácuo e distensão da em balagem;  (++++) estufamento acentuado da embalagem  (Distensão 1143 
óbvia). Brigtwell et al.  (2007). 1144 
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Tabela 3. Média da enumeração de psicrotróficos anaeróbios ve getativos e esporulados 1146 
realizada em 8 amostras de carne bovina embaladas a  vácuo deterioradas e 5 não 1147 
deterioradas. 1148 
 





















2,01x107a 9,9x106c 1,16x107d 3,66x1014b 5,24x1013c 4,64x1013e 
Formas esporuladas 




































1x101x 1,5x101z 2x100A 5,18x104x 4,37x104z 7,84x104A 
Onde: letras diferentes indicam diferença significa tiva entre os grupos comparados (ex, sup, cor 1149 
deteriorados x ex, sup, cor não deteriorados), a 99 % de probabilidade (p<0.01); 1150 
* diferença significativa a 95% de probabilidade (p <0.05) 1151 
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Tabela 4. Codificação e caracterização dos pontos d e coleta no frigorífico.  1153 




esverdeada e úmida 
Início do curral 
30 F2 
Íntegra, marrom 
esverdeada e úmida 
Meio do curral 
F3 
Íntegra, marrom 
esverdeada e úmida 
Fim do curral 
Couro 
C1 
Retirado da pele do 
pescoço  




sala de sangria 
CA1 Porta de ferro 





Canaleta de aço 
inox 
Canaleta de sangria 
CA3 
Ralo de grelha 
paralela 
Ralo da canaleta de 
sangria 
Sala de Desossa 
SD1 Mesa de aço inox Mesa de desossa 
15 
SD2 Chão de cimento Chão 
SD3 
Ralo de grelha 
paralela 
Ralo da mesa de 
desossa 
Esteira de corte 
EC1 
Esteira de transporte 
Início 





Esteira de transporte 
Início da esteira 
15 
EE2 
Rampa de acesso 
ao envase 
EE3 


















Tabela 5. Resultados após incubação a 4°C das amost ras coletadas no frigorífico parceiro 1169 
em diversos pontos de análise.  1170 
AMOSTRAS CÓDIGO 
RESULTADO 
Produção gás Redução do meio PYGS 
Fezes 
F104 ++ ++ 
F204 ++ ++ 
F304 + ++ 
Couro 
C104 + ++ 
C204 + ++ 
C304 + ++ 
Corredor e sala de 
sangria 
CA104 + ++ 
CA204 + ++ 
CA304 + ++ 
Sala da desossa 
SD104 ++ ++ 
SD204 ++ ++ 
SD304 ++ ++ 
Superfície da esteira de 
Corte 
EC104 ++ ++ 
EC204 + + 
EC304 + + 
Superfície da esteira de 
Embalagem 
EE104 ++ ++ 
EE204 ++ + 
EE304 + ++ 
Onde: +: redução do meio com pouca produção de gás;  ++: redução do meio com 1171 
deslocamento do selo de vaspar (0,5cm). 1172 

















Tabela 6. Resultados após incubação a 15°C das amos tras coletadas no frigorífico parceiro 1189 
em diversos pontos de análise.  1190 
AMOSTRAS CÓDIGO 
RESULTADO 
Produção gás Redução do meio PYGS 
Fezes 
F115 +++ ++ 
F215 +++ ++ 
F315 +++ ++ 
Couro 
C115 ++ +++ 
C215 ++ ++ 
C315 ++ ++ 
Corredor e sala de sangria 
CA115 +++ +++ 
CA215 +++ +++ 
CA315 ++ ++ 
Sala da desossa 
SD115 ++ +++ 
SD215 ++ ++ 
SD315 + ++ 
Superfície da esteira de 
Corte 
EC115 +++ +++ 
EC215 ++ +++ 
EC315 ++ ++ 
Superfície da esteira de 
Embalagem 
EE115 ++ +++ 
EE215 ++ +++ 
EE315 + ++ 
Onde: +: redução do meio com pouca produção de gás;  ++: redução do meio com 1191 
deslocamento do selo de vaspar (0,5cm); +++: reduçã o do meio com deslocamento 1192 
do selo de vaspar > 0,5cm. 1193 
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Tabela 7.  Descrição morfológica e microscópica dos isolados codificados provenientes das amostras coletadas no frigorífico parceiro e 1194 




Colônia no meio de 
origem 
Microscopia Catalase Lecitinase 
Identificação 
Presuntiva em nível de 
gênero 
1 
SFP SD 115A 
SFP SD 215A 
SFP SD 315B  
Branca leitosa, circular, 
halo lecitinase, odor 
putrefativo 
Bastonetes, G(+), sem 
arranjo específico, endósporo 
subterminal intumescido 
(+) - Bacillus sp. 
2 
SFP SD 115B 
SFP SD 215A 
SFP SD 215B 
Preta, circular, borda lisa, 
regular 
Bastonetes, G(+), arranjo de 
2 a 2, endósporo terminal a 
subterminal intumescido 
(+) + Bacillus sp. 
3 
RCA SD 115B 
RCA SD 215A 
RCA SD 215B 
RCA SD 315A 
RCA SD 315B 
RCA EC 115A 
RCA EC 115B 
Branca, circular, borda lisa 
regular porcelanosa 
Bastonetes G(+), sem 
esporos (-) - Lactobacillus sp. 
4 RCA SD 115A 
Branca espalhada, 
porcelanosa, aquosa odor 
putrefativo 
Bastonetes G(+), de 2 a 2, 
com endosporo central 
intumescido 
(+) - Bacillus sp. 
5 SFP SD 315A Branca, porcelanosa, halo negro, odor ofensivo 
Cocos G(+) 2 a 2, Bastonetes 
G(+) individuais, médios (+) - Staphylococcus sp. 
6 
SFP EC 115A 
SFP EC 115B 
SFP EC 215A 
SFP EC 215B 
Circular, borda lisa, 
regular,  fosca, odor 
putrefativo 
Bastonetes G(+), de 2 a 2, 
com endosporo central a 
subterminal, intumescido 
(+) + Bacillus sp. 
7 SFP EE 315B 
Circular, vítrea, borda lisa 
regular, branco leite  
Bastonete G(+), pequeno, 
fino, endosporo central 
intumescido 






porcelanosa, borda lisa 
regular 
Cocos G(+) circulares sem 
arranjo característico (-) + Streptococcus sp. 
9 RCA EE 315B Fosca, espalhada, branco creme 
Bastonetes G(+) individuais, 
com endosporo subterminal, 
intumescido 
(+) - Bacillus sp. 
10 
RCA EE 215A 
RCA EE 215B 
RCA EE 315A 




Branca, circular, diminuta, 
porcelanosa 
Bastonete G(+), médio, não 
intumescido, endosporo 
central a subterminal 
(+) - Bacillus sp. 
11 
RCA CA 215A 
RCA CA 215B 
Branca, circular, elevada, 
vítrea 
Cocos G(+), circular, sem 
arranjo (-) - Streptococcus sp. 
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12 
RCA CA 115A 
RCA CA 115A 
SFP CA 115A 
Branca, espalhada, 
amarelada, enrugada 
Bastonete G(+), pequeno, 
fino, endosporo central 
intumescido 
(+) - Bacillus sp. 
13 SFP CA 215B Branca, porcelanosa, cremosa 
Cocos G(+), sem arranjo, 
circulares (-) + Streptococcus sp. 
14 
SFP CA 315A 
SFP CA 315B 
RCA CA 315A 
Marrom, borda enrugada 
com reentrâncias, 
cremosa, porcelanosa 
Cocos, G(+), cadeia pelos 
extremos e lateriais (+) - Staphylococcus sp. 
15 SFP C 115A Preta, circular, halo cinza 
Bastonetes G(+), 2 a 2 
pequenos com endósporo 
central, intumescido 
(+) + Bacillus sp. 
16 SFP C 115B Preta, superficial, diminuta, 
fosca 
Bastonetes G(+), médios, 
espalhados com endósporo 
central não intumescido 
(+) + Bacillus sp. 
17 SFP C 215A 
SFP C 215B 
Preta, diminuta, 
porcelanosa 
Bastonetes G(+), individuais, 
intumescido, endosporo 
subterminal 
(+) - Bacillus sp. 
18 SFP F 315A Branca, circular, 
porcelanosa, cremosa 
Bastonetes G(+), endoporo 
central 
(+) + Bacillus sp. 
19 
RCA F 315 A 
RCA F 315B 
RCA C 115A 
RCA C 115B 
Diminuta, porcelanosa, 
borda lisa regular, 
protuberante 
Cocos G(+), individuais 
circulares 
(-) - Streptococcus sp. 
20 
RCA EC 215A 
RCA EC 215B 
RCA F 115B 
RCA F 115A 
RCA EE 115A 
RCA EE 115B 
Circular, superficial, 
diminuta, branco leite, odor 
ofensivo. 
Cocos G(+), em cadeias (-) - Streptococcus sp. 
21 
SFP F 115A 




Diminuta, elevada, branca, 
porcelanosa, circular, odor 
ofensivo 
Bastonetes G(+), pequenos, 
intumescidos, endosporo 
central, individuais 
(+) - Bacillus sp. 
22 RCA F 215 
Diminuta, transparente, 
vítrea, circular, odor 
ofensivo 
Bastonetes G(+), pequenos, 
sem arranjo característico, 
presença de endosporo 
central intumescido 
(+) - Bacillus sp. 













Tabela 8.  Descrição morfológica e microscópica dos isolados codificados provenientes das amostras coletadas no frigorífico parceiro e 1208 
incubadas a 4ºC, repicados em SFP e RCA. 1209 
Isolado Procedência 
Descrição da 
Colônia no meio de 
origem 
Microscopia Catalase preliminar Lecitinase 
Identificação 
Presuntiva 
1 SFP C 14A 
SFP C 24A 
Circular, fosca, borda lisa e 
regular 
Bastonete, pequenos, G(+), 
intumescidos, endósporo 
subterminal, individuais 
- - Clostridium  sp. 
2 RCA C 14B 
RCA C 14A 
Circular, pontual, borda lisa 
e regular 
Cocos, G(+), circulares, 
cadeia pelos extremos 
- - Streptococcus sp. 
3 
RCA F 34A 
RCA F 14B 
RCA F 34B 
RCA F 24B 
Circular, diminuta, branca, 
borda lisa e regular, 
pontual 
Bastonetes, G(+), pequenos 
a médios, sem endosporo 
- - Lactobacillus sp. 
4 SFP F1 4A 
Circular, fosca, borda lisa e 
regular 
Cocos, G(+), circulares sem 
arranjo característico - - Streptococcus sp. 
5 
RCA C 34A 
RCA CA 24B 
RCA CA 14A 
RCA CA 14B 
RCA C2 4A 
RCA F 14A 
RCA C 24B 
RCA C 34B 
Circular, branca, pontual, 
diminuta 
Cocos, G(+), circulares, sem 
arranjo característico - - Streptococcus sp. 
6 
SFP C 34B 
SFP F 24A 
SFP C 34A 
SFP C 14A 
SFP CA 14A 
RCA F 24A 
Circular, leitosa, branca, 
borda lisa e regular 
Bastonetes, G(+), cadeia 
pelos extremos sem 
endosporos 
- - Lactobacillus sp. 
7 SFP EE 24B 
Circular, porcelanosa, 
borda lisa, regular, centro 
preto com borda branca 
Bastonetes, G(+), sem 
arranjo característico, 
endósporo central não 
intumescido 
+ + Bacillus sp. 
8 
SFP EE 34B 
SFP EE 14A Espalhada, branca, fosca 
Bastonetes, G(+), cadeia 
pelos extremos, endosporo 
central 
+ + Bacillus sp. 
9 
SFP EE 34A 
SFP EE 14B 
Branca, circular, 
porcelanosa 
Bastonetes, G(+), endosporo 
central intumescido + + Bacillus sp. 
10 
RCA EE 34A 
RCA EE 24A 
Branca, pontual, circular, 
porcelanosa, borda lisa e 
regular 
Bastonetes, G(+), cadeia 
pelos extremos, com 
endósporo central 
intumescido 
+ - Bacillus sp. 
11 RCA EE 14B Fosca, espalhada, branca 
Bastonetes, G(+), médios, 
individuais, com endósporo 
subterminal não intumescido 
+ - Bacillus sp. 
12 RCA SD 14A Branca, circular, borda lisa 




+ - Bacillus sp. 
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13 
SFP CA 34B 
SFP EC 34B 
SFP EC 14A 
SFP EC 14B 
SFP EC 34A 
Circular, branca, borda lisa 
e regular 
Bastonetes, G(+), pequenos, 
não intumescidos, endósporo 
central 
- - Clostridium sp. 
14 
RCA EC 34A 
RCA EC 34B 
RCA EC 14A 
RCA EC 14B 
Circular, pequena, creme, 
borda lisa e regular 
Bastonetes, G(+), sem 
arranjo característico, 
endósporo central não 
intumescido 
+ - Bacillus sp. 
15 
RCA CA 24A 
SFP CA 34A 
SFP CA 34B 
RCA CA 34A 
RCA CA 34B 
Circular, pontual, branca Cocos, G(+), cadeia pelos 
extremos 
- - Streptococcus sp. 
16 
SFP EC 24A 
SFP EC 24B 
Circular, espalhada, borda 
lisa e regular 
Bastonetes, G(+), pequenos, 
individuais, endosporo central + - Bacillus sp. 
onde: EE – esteira de embalagem; CA – corredor de abate; C – couro; EC – esteira de corte; F – fezes; SD – sala de desossa 1210 
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Tabela 9. Resultados de testes complementares realizados nos  micro-organismos identificados em nível 1211 

















Isolados provenientes dos cortes cárneos 
C1I11EEXPKP 3,5 - + + - / - 
C1I13ESUPPKP 6,0 - + - - / + 
C1I14ESUPPC 7,0 - - + + / - 
C1I17ECORPC 6,0 - + - - / +   
C2I2EXRCM 4,2 - - - + / -  
C2I5EXCHPKP 3,5 - - + - / - 
C2I8EXCHPC 3,5 - ++ + + / -  
C4I8RCMEX 5,0 - - - - / - 
C9I6RCMEX/SUP 3,5 - ++ - - / + 
C5I7PCCOR 3,5 - ++ + - / + 
Isolados provenientes das superfícies do frigorífic o 
LMI1C 4°C  3,5 - - - - / - 
LMI13CA/EC 4°C  3,4 - - + - / - 
Onde: +: positivo; ++: proteólise da carne e produção de gás. 1213 
 1214 
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Tabela 10. Perfil fenotípico de fermentação de carboidratos p ara os isolados caracterizados como Clostridium sp. 1215 
Isolados Indol  Uréia Glicose Manitol  Lactose Sacarose Maltose Salicina Xilose Arabinose Gelatina Esculina Glicerol Celobiose Manose Melesitose Rafinose Sorbitol Ramnose Trealose 
Identificação 
API 20A / 
porcentagem de 
similaridade 












- - + + + + + + + + - + - + + - - - - - 












- - + + + + + + + + - - + + + + + + + + 
C. beijinrikii  / 
butirycum 
(92,2%) 
C2 I 2 
EX 
RCM 
- - + - - + + - + + - - - - + - - - - + 
C.clostridiiforme 
(76,8%) 
C2 I 5 
EX CH 
PKP 






- - + + + + + + + + - - + + + - - - + + 












- - + + + + + + + - - - - - + + - + + + 







- - + + + + + + + + + + + + + + - + - + 
C. beijinrikii  / 
butyricum 
(99,9%) 
Isolados provenientes das superfícies do frigorífico 
LM I 1 
C 4°C 
- - + - - - + + - - - - + + + - - - - - 
C.baratii 
(99,8%) 
LM I 13 
CA/EC 
4°C 
- - + - + + + + - - - + + + + + - - - - C.baratii 
(97,7%) 
Onde: C1 a C9 – número da amostra analisada; RCM, P C e PKP – meios de enumeração dos micro-organismos:  Reinforced Clostridial Medium, 1216 
Perfringens Agar Base com Cicloserina, Perfringens Agar Base com Kanamicina e Polimixina, respectivame nte; I1-17: número do isolado; E: 1217 
enriquecimento; EX: exsudato; SUP: superfície; COR:  interior do corte cárneo; LM: levantamento microbi ológico no frigorífico.  1218 
 1219 
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Tabela 11. Porcentagem de similaridade para a comparação entr e o perfil bioquímico dos isolados 1220 
padrões para carnes embaladas a vácuo deterioradas e os isolados recuperados nesta 1221 
pesquisa.  1222 
Isolados 














Isolados provenientes das amostras de carne 
C1I11EEXPKP 51 51 39 30 36 21 
C1I13ESUPPKP 48 42 39 27 48 24 
C1I14ESUPPC 30 27 30 27 27 3 
C1I17ECORPC 48 48 42 27 36 24 
C2I2EXRCM 18 21 33 24 24 0 
C2I5EXCHPKP 15 18 36 33 33 0 
C2I8EXCHPC 51 57 42 30 42 21 
C4I8RCMEX 36 30 36 27 45 27 
C9I6RCMEX/SUP 51 42 33 27 48 27 
C5I7PCCOR 45 45 36 27 39 24 
Isolados provenientes das superfícies do frigorífic o 
LMI1C4°C 39 39 39 3 58 18 
LMI13CA/EC4°C 45 42 42 30 55 21 
* porcentagem obtida considerando como 100% de similaridade 33 testes coincidentes. 1223 
 1224 
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  1225 
Tabela 12. Porcentagem de similaridade entre as sequências 16 S rRNA das culturas isoladas e dos padrões. 1226 






















Isolados provenientes de cortes cárneos 
C1I11EEXPKP 84,1% 84,7% 84,3% 99,5% 84,1% 84,2% 
C1I13ESUPPKP 83,9% 84,1% 84,2% 100,0% 83,5% 84,1% 
C1I14ESUPPC 84,1% 84,7% 84,3% 99,5% 84,1% 84,2% 
C1I17ECORPC 84,1% 84,7% 84,3% 99,5% 84,1% 84,2% 
C2I2EXRCM 100,0% 93,0% 94,2% 83,9% 92,7% 99,8% 
C2I5EXCHPKP 100,0% 93,0% 94,2% 83,9% 92,7% 99,8% 
C2I8EXCHPC 82,3% 83,6% 83,2% 95,0% 82,9% 82,4% 
C4I8RCMEX 83,9% 84,1% 84,2% 100,0% 83,5% 84,1% 
C9I6RCMEX/SUP 83,9% 84,1% 84,2% 100,0% 83,5% 84,1% 
C5I7PCCOR 83,5% 84,9% 83,9% 98,8% 84,3% 83,6% 
Isolados provenientes de superfícies do frigorífico  
LMI1C4°C  83,5% 84,9% 83,9% 98,8% 84,3% 83,6% 



















  1244 
Figura 1. A. Amostra deteriorada com estufamento (C9); B: am ostra deteriorada após abertura com 1245 
esverdeamento (C7) e C: amostra sem estufamento (C5 ). 1246 
 1247 























































































































































































































































































Figura 6. Árvore filogenética com as seqüências obtidas (Mét odo: Neighbor-Joinning com teste de 
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Artigo formatado e acordo com as normas de submissã o da revista: ‘Journal of 6 
Applied Microbiology’7 
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Objetivos: determinar a habilidade em reproduzir o defeito de estufamento por 31 
linhagens de Clostridium psicrotróficas isoladas de cortes cárneos e da linha de 32 
produção do frigorífico; avaliar se diferentes níveis de vácuo e termoencolhimento 33 
teriam efeito sobre as características do estufamento e analisar as características 34 
físicas das embalagens primárias e secundárias bem como possíveis danos após 35 
simulação de transporte para distância de 500km. 36 
Material e Resultados: O teste de habilidade de reprodução do estufamento foi 37 
realizado com 12 linhagens, isoladas previamente em pesquisa de Silva et al. (2010), 38 
sendo 10 isoladas de cortes cárneos (8 identificados como C.gasigenes e 2 como 39 
C.algidicarnis) e 2 isoladas da linha de produção em frigorífico (C.gasigenes). Este teste 40 
foi realizado sob condições praticadas na indústria (6mBar com termoencolhimento  41 
83°C/3s), inoculando-se nas superfícies dos cortes (10x5x2cm) de contra-filé, 1mL de 42 
suspensão padronizada em 108UFC/mL, obtendo-se 106UFC/50cm2. A incubação foi 43 
conduzida a 2° e 15°C. Os três isolados que melhor reproduziram as características do 44 
estufamento, seguiram para testes de influência de diferentes níveis de vácuo (6 e 45 
9mBar) e temperaturas de termoencolhimento (83, 84 e 87°C) sob o tempo para 46 
aparecimento e intensidade do defeito. Também foram avaliados os sistemas de 47 
embalagem primário e secundário a fim de detectar falhas em ambos os sistemas que 48 
pudessem favorecer a incidência de espécies de Clostridium psicrotróficas. Mediante 49 
teste de simulação de transporte (norma ASMD4169-08, para caminhões), simulou-se o 50 
efeito de um percurso de 500km sobre as embalagens primárias e secundárias. A 51 
temperatura de 15°C acelerou o tempo para aparecime nto dos primeiros sinais de 52 
estufamento, passando de 30 dias a 2°C para 4 dias a 15°C e o isolado que melhor 53 
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reproduziu as características do estufamento foi o C2I5EXCHPC (C.algidicarnis). Em 54 
adição, os outros 2 isolados que reproduziram mais rápida e intensamente o 55 
estufamento foram C2I8EXCHPC e LMI13CA/EC – isolado da linha de produção do 56 
frigorífico, ambos identificados como C.gasigenes. Além disso, a condição de 57 
vácuo/termoencolhimento que mais prolongou a vida de prateleira da carne, quando 58 
inoculada, foi 87°C/9mBar, entretanto este prolonga mento ainda é inferior ao prazo de 59 
validade do produto. As embalagens primárias e secundárias analisadas estavam de 60 
acordo com as especificações do fabricante. Quanto à simulação de transporte, após o 61 
percurso de 500km, apenas 1 embalagem primária demonstrou alterações que 62 
pudessem favorecer a atividade de anaeróbios facultativos. 63 
Conclusões:  A 15°C todos os isolados foram capazes de produzir  indícios de 64 
estufamento e a 2°C o tempo para reprodução do defe ito foi notoriamente aumentado, 65 
entretanto ainda foi inferior a vida de prateleira do produto. Os isolados provenientes de 66 
linha de produção do frigorífico também foram capazes de reproduzir o estufamento, 67 
quando inoculados na carne. A melhor condição para extensão da vida de prateleira do 68 
produto foi 87°C/9mBar, mas, mesmo que tardio, o de senvolvimento ainda ocorreu, ou 69 
seja, a barreira não foi eficiente. Assim, torna-se indispensável a estocagem do produto 70 
a temperaturas < 2°C para se garantir a extensão da  vida de prateleira, caso esses 71 
micro-organismos estejam presentes, bem como a aplicação de níveis de vácuo mais 72 
altos. 73 
Significância e impacto do estudo: Esta pesquisa traz informações relevantes sobre a 74 
influência da temperatura de termoencolhimento e níveis de vácuo, no controle do  75 
desenvolvimento de espécies de Clostridium psicrotróficos, sendo esta informação 76 
inédita. Comprova ainda que as espécies destes micro-organismos, quando presentes 77 
na linha de produção, se arrastadas para a carne, poderão causar o estufamento. 78 
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 79 
1. INTRODUÇÃO 80 
A deterioração prematura de carnes embaladas a vácuo como resultado de 81 
produção de gás e distensão de embalagens é atribuída principalmente ao grupo dos 82 
Clostridium psicrotroficos (Dainty et al. 1989; Kalchayanand et al. 1989; Broda et al. 83 
1996a/b). Nas últimas duas décadas foram isoladas e descritas mais de dez novas 84 
espécies de Clostridium psicrotrófico a partir de amostras deterioradas e carne 85 
embalada a vácuo, sendo que destas, Clostridium estertheticum, Clostridium gasigenes 86 
e Clostridium algidicarnis foram confirmados como agentes efetivos desta deterioração 87 
(Adam et al., 2010 e Broda et al., 2009). Além disso, C.estertheticum e C.gasigenes 88 
foram associados especificamente ao estufamento, enquanto que C.algidicarnis foi 89 
associado à formação de manchas em carnes de carneiro embaladas a vácuo (Broda et 90 
al., 2000) e a produção de odores ofensivos em carnes de porco embaladas a vácuo 91 
(Lawson et al., 1994). Entretanto, pesquisas mais recentes indicaram também o 92 
C.algidixilanolyticum e C.algidicarnis a estes episódios de estufamento (Adam et al., 93 
2010).  94 
Acredita-se que, tanto a freqüência quanto a severidade destas ocorrências 95 
podem ser minimizadas, dentre outros fatores, pela remoção de fontes de Clostridium 96 
psicrotróficos nas formas vegetativas e de esporos, nos ambientes dos frigoríficos ou 97 
ainda pela limitação de sua disseminação, a partir das carcaças para os ambientes da 98 
planta (Boerema et al., 2003). Neste sentido, pesquisa conduzida por Clemens et al. 99 
(2010) demonstrou que unicamente um esporo presente na carne a vácuo, que tenha 100 
como fonte a linha de produção, já seja capaz de reproduzir o estufamento com 101 
consequente distensão da embalagem, ao germinar, sendo que este defeito é 102 
intensificado quando a temperatura varia de -1,5° p ara 2°C. Em adição, pesquisa 103 
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conduzida por Bell et al. (2001) comprovou que as temperaturas de termoencolhimento 104 
podem ter influência direta no tempo para aparecimento do estufamento sendo que, 105 
neste caso, as temperaturas maiores (90°C/3s) dimin uíram o tempo para aparecimento 106 
do defeito, que passou de 77 para 36 dias, ou seja, estas temperaturas altas parecem 107 
ativar os esporos formados, fazendo com que eles germinem e causem o defeito mais 108 
rapidamente. Seria interessante então testar outros níveis de termoencolhimento em 109 
combinação com níveis de vácuo para observar o efeito destas combinações sobre o 110 
tempo para aparecimento do defeito bem como sobre sua intensidade. 111 
Até o início de 2009 muitos pesquisadores acreditavam que as ocorrências de 112 
estufamento na carne embalada a vácuo estavam diretamente relacionadas às 113 
condições de abuso de temperatura de refrigeração, entretanto Broda et al. (2009) 114 
citam que estes episódios ocorrem mesmo que na ausência deste abuso de 115 
temperatura, tornando-se assim uma preocupação ainda maior das indústrias 116 
processadoras de carne. Estes resultados foram comprovados por Adam et al. (2010), 117 
pois a -1,5 e 2°C os autores foram capazes de conse guir reproduzir o defeito de 118 
estufamento para populações de esporos de C.estertheticum inoculadas na carne. Além 119 
disso, a natureza súbita e rápida do estufamento, sugere aos processadores uma 120 
contaminação que ocorre durante o processo de manufatura (manipulação) da carne 121 
por membros do grupo Clostridium que tem como fonte pontos durante a cadeia 122 
produtiva, que abrigam estas células (Broda et al., 2009).  123 
Inúmeras pesquisas lançam mão do uso de técnicas moleculares, através da 124 
amplificação de PCR para análise de presença de Clostridium psicrotróficos em 125 
amostras deterioradas de carne a vácuo ou ainda nas superfícies de linhas de produção 126 
de frigoríficos (Broda et al., 2000; Broda et al., 2002; Boerema et al., 2003; Broda et al., 127 
2003; Broda et al., 2009), entretanto por esta técnica por maiores que sejam os índices 128 
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de recuperação, muitas vezes recupera-se apenas DNA dos micro-organismos, sem no 129 
entanto, que estes estejam viáveis, pois mesmo que o micro-organismo morra seu DNA 130 
permanece no ambiente. Assim quando estes isolados recuperados a partir de técnicas 131 
moleculares são re-inoculados em amostras de carne não são capazes de reproduzir o 132 
defeito de estufamento. Isso ocorreu, por exemplo, em pesquisa conduzida por Broda et 133 
al. (2000) e em pesquisa do mesmo grupo, Broda et al. (2002) na qual inocularam 134 
células vegetativas de isolados do grupo I (Clostridium psicrotrófico) recuperados após 135 
a aplicação de  PCR-RFLP, não obtendo sucesso na reprodução do defeito de 136 
estufamento, sendo que após 84 dias de incubação a 2°C, apenas bolhas pequenas 137 
foram notadas no exsudato. 138 
Sendo assim não é viável ter isolados de Clostridium psicrotróficos provenientes 139 
de carnes a vácuo ou de superfícies na linha de produção de frigoríficos se estes não 140 
forem capazes de reproduzir o estufamento, tornando-se assim, riscos potenciais. Neste 141 
sentido esta pesquisa teve por objetivos: i. determinar a habilidade de reprodução do 142 
estufamento por linhagens de Clostridium psicrotróficas viáveis isoladas de cortes 143 
cárneos e da linha de produção do frigorífico; ii. avaliar se diferentes níveis de vácuo e 144 
termoencolhimento teriam efeito sobre as características do estufamento das linhagens 145 
que melhor reproduziram o defeito de estufamento; iii.analisar as características físicas 146 
das embalagens primárias e secundárias bem como possíveis danos após simulação 147 
de transporte para distância de 500km que pudessem favorecer a incidência de 148 
Clostridium psicrotrófico ou mesmo outros tipos de contaminantes. 149 
 150 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 151 
2.1. Avaliação do potencial de deterioração dos iso lados  152 
Os isolados provenientes de levantamento microbiológico realizado em 8 153 
amostras deterioradas e 5 amostras de carne bovina não deterioradas, identificados 154 
como C.gasigenes (8 isolados) e C.algidicarnis (2 isolados); bem como 2 isolados 155 
provenientes  das superfícies que entram em contato com a carne junto ao frigorífico 156 
parceiro, identificados como C.gasigenes, totalizando 12 isolados, recuperados em 157 
pesquisa prévia conduzida por Silva et al. (2010), foram inoculados em cortes de 158 
contra-filé de 10x5x2 cm. Para tanto, foram adquiridas de supermercado local 3 cortes 159 
frescos de contra-filé, de 4-6kg. Em capela de fluxo laminar, classe 100, estas 160 
embalagens foram desinfeccionadas com etanol (70%) e abertas assepticamente. No 161 
ato da abertura foram medidos os valores de pH tanto do exsudato quanto da carne. 162 
Com auxílio de uma faca estéril, através da imersão em solução de hipoclorito de sódio 163 
a 10% a 85°C por 3 minutos (RISPOA, 1996), toda a g ordura da superfície da peça de 164 
carne foi removida. Em seguida, os bifes (10x5x2cm) foram cortados e submetidos à 165 
desinfecção superficial com auxílio de chapa quente (ferro de passar) a, 166 
aproximadamente 110°C, assegurando que a superfície  da carne atingisse 80°C (Broda 167 
et al. 1996a/b). Estes foram imediatamente acondicionados em embalagens EVA 168 
multicamadas (previamente sanitizadas com radiação UV em ambas as superfícies por 169 
3h em cada)  para posterior inoculação e acondicionamento a vácuo.  170 
Figura 1 171 
Todas as culturas foram padronizadas em 108UFC/mL, em Densimat 172 
(bioMeriéux) e 1mL destas suspensões padronizadas foram inoculadas em toda a 173 
superfície do bife. Optou-se pelo alto nível de inoculo para que se garantisse 174 
efetivamente uma concentração alta na superfície dos bifes para que os micro-175 
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organismos pudessem reproduzir mais rapidamente o estufamento e além disso, 176 
garantir que com um alto nível de inoculo, mesmo que alguns não sobrevivessem ainda 177 
restariam células suficientes para causar o defeito de estufamento. Em seguida este 178 
inoculo foi suavemente homogeneizado com as mãos e os bifes foram então, 179 
individualmente acondicionados a vácuo. Para o procedimento de selagem a vácuo 180 
uma seladora Cryovac CV 18 foi calibrada para que pudesse atingir o nível de 6mBar 181 
de vácuo. Após , os bifes já inoculados foram então submetidos ao acondicionamento a 182 
esta condição de vácuo, a temperatura ambiente com 5-6s de selagem, sendo que o 183 
valor atingido por cada envase foi medido através de vacuômetro (Cescon) posicionado 184 
no interior da seladora. Imediatamente após o envase, a solda foi conferida visualmente 185 
e a amostra seguiu para o processo de termoencolhimento em banho de água a 186 
83°C/3s, etiquetagem e armazenamento a 2 e 15°C por  4 semanas. Logo após 187 
termoencolhimento e antes da incubação uma amostra inoculada foi submetida a 188 
contagem através de coleta de área de 100cm2 na superfície do bife, por swab estéril, 189 
para se garantir o nível de inoculo. Além disso, para cada temperatura de incubação 190 
foram feitos 2 controles negativos, amostras sem inoculo e 2 controles positivos, 191 
utilizando como inoculo células vegetativas de  C.estertheticum, micro-organismo 192 
indicado como agente causador de defeito de estufamento e usualmente utilizado 193 
nestes ensaios (Broda et al. 2009). 194 
As amostras foram avaliadas semanalmente quanto à produção de gás no 195 
exsudato, perda de vácuo, distensão da embalagem e, ao final do período de 196 
incubação, avaliados quanto ao odor, proteólise e alterações nos valores de pH em 197 
relação ao valor inicial (5,5). 198 
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2.2. Avaliação de diferentes níveis de vácuo e temp eraturas de termoencolhimento sobre 199 
a habilidade de reprodução do defeito de estufament o para Clostridium  sp. psicrotrófico 200 
isolados de cortes cárneos e frigorífico 201 
Nesta etapa da pesquisa foram utilizados os 3 isolados que melhor reproduziram 202 
o defeito de estufamento no item 2.1. Estes isolados foram padronizados e inoculados 203 
em bifes, em duplicata, conforme descrito no item 2.1, atingindo a concentração de 204 
106UFC/cm2 na superfície dos bifes. Após inoculação, seis duplicatas de cada isolado 205 
foram acondicionadas a 6 e 9mBar, sendo duas submetidas ao termoencolhimento a 206 
83, duas ao termoencolhimento a 84 e duas a 87°C po r 3 segundos, para as duas 207 
condições de vácuo, todas incubadas a 1°C/8semanas.  Semanalmente as embalagens 208 
foram avaliadas quanto ao grau de estufamento e, ao final de cada mês, quanto à 209 
presença de exsudato, pH, odor e proteólise. 210 
2.3. Caracterização das embalagens primárias 211 
Para estes ensaios, foram utilizadas 20 bolsas plásticas novas para embalagem 212 
de carnes resfriadas, EVA multicamadas, termoencolhíveis. Já nos ensaios realizados 213 
com amostras após termoencolhimento, utilizaram-se 3 bolsas plásticas provenientes 214 
de amostras comerciais de contra-filé bovino embalado a vácuo.  215 
As amostras foram condicionadas a 23ºC por 24 horas e posteriormente as 216 
análises foram realizadas no Laboratório de Embalagens da Faculdade de Engenharia 217 
de Alimentos da Unicamp, para a execução dos seguintes ensaios: 218 
2.3.1. Peso, gramatura e capacidade volumétrica 219 
Peso 220 
O peso das amostras foi determinado em balança semi-analítica com precisão de 221 




A gramatura foi adaptada para filmes plásticos a partir da metodologia ASTM 225 
D646-96 (2007) em balança analítica com precisão de 0,0001g (Ohaus AR2140 226 
Adventurer). Os corpos-de-prova, de 100 cm2, foram cortados com auxílio de gabarito e 227 
estilete. A massa em gramas foi obtida, e a gramatura calculada dividindo-se sua massa 228 
pela área do corpo-de-prova em m².  229 
 230 
Capacidade volumétrica 231 
A capacidade volumétrica, expressa em litros, foi determinada por meio de 232 
balança semi-analítica.  233 
 234 
2.3.2.Caracterização dimensional 235 
Largura e comprimento 236 
As medições de largura e comprimento total das embalagens flexíveis foram 237 
realizadas com o auxílio de escala metálica milimetrada.  238 
Espessura e espessura após termoencolhimento 239 
A espessura do filme e a espessura após termoencolhimento foram 240 
determinadas através de adaptação da ASTM D374-99 (2004) por medição direta em 241 
micrômetro Mitutoyo Absolute.  242 
2.3.3. Resistência ao estouro 243 
A resistência do sistema ao estouro foi adaptada do teste de compressão (“Static 244 
load burst test”) de CFIA (2002) e testada em 15 amostras. Cada embalagem testada foi 245 
previamente preenchida com 5 kg de água para simular o volume ocupado pelo produto 246 
em situação real (4-6 kg de contra-filé bovino).  247 
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Para o cálculo da carga a ser testada, foram considerados 500mm de solda 248 
medidos na embalagem (solda superior e inferior), que determina o uso de uma carga 249 
de 250 kg. Esta carga foi colocada sobre a amostra, mantida por 15 segundos, e então 250 
foi retirada para observação de presença de pontos de vazamento. 251 
2.3.4. Taxa de permeabilidade ao oxigênio 252 
Para a determinação da taxa de permeabilidade ao oxigênio foram testadas 3 253 
amostras. A técnica foi adaptada da metodologia ASTM 3985-05, utilizando o sensor 254 
coulométrico OX-TRAN 2/20. 255 
Os corpos-de-prova foram cortados com gabarito e estilete e fixados à célula 256 
com auxílio de graxa e anel de vedação.  257 
Previamente ao ensaio, as amostras foram condicionadas a 23ºC por 24 horas, 258 
com umidade relativa (UR,%) de 60%. 259 
  O resultado foi dado em milivolts, e a taxa de permeabilidade ao oxigênio 260 
foi calculada de acordo com a Tabela 3.2 do manual do aparelho Oxtran. Considerando 261 
que 1 mV equivale a 10 cm³/m²·dia, o resultado obtido pelo equipamento foi multiplicado 262 
por um fator de 10, que na tabela do manual corresponde ao tipo de amostra filme, e 263 
sensibilidade do resistor 106 Ohm.  264 
2.4. Caracterização da embalagem secundária 265 
Nesta etapa foram utilizadas 20 amostras de caixas de papelão parede simples 266 
empregadas no transporte de carne bovina refrigerada. A tampa e o fundo da caixa 267 
foram analisados separadamente para fins de comparação com especificações 268 
enviadas pelo fornecedor. 269 
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2.4.1. Tipificação da onda 270 
A tipificação de onda foi determinada de acordo com o método de ensaio 271 
“Determinação do Tipo de Onda do Papelão Ondulado”. Foram utilizados paquímetros 272 
com precisão de 0,1mm na determinação da altura da onda, baseada em Pichler 273 
(1987). 274 
2.4.2. Gramatura do papelão ondulado 275 
A gramatura foi calculada baseada na metodologia descrita na norma MB 1321 – 276 
“Papelão ondulado: determinação de gramatura” (ABNT, 1981). Os corpos-de-prova 277 
foram cortados no tamanho 100x100mm com auxílios de dispositivo padrão e pesados 278 
em balança analítica. Os resultados foram expressos em g/m2.  279 
2.4.3. Dimensões internas da caixa de papelão ondul ado 280 
As dimensões internas da caixa de papelão foram determinadas de acordo com a 281 
norma ASTM D 2658 (2004). Para tanto, foram utilizados calibres de medição para as 282 
dimensões internas da marca REGMED. Os resultados foram expressos em milímetros. 283 
2.4.4. Resistência à compressão de coluna 284 
A resistência à compressão de coluna foi determinada de acordo com a norma 285 
NBR 6737 – “Papelão Ondulado: Determinação da Resistência à Compressão de 286 
Coluna” (ABNT, 1981). Para tanto, foi utilizada prensa de compressão, REGMED, CT 287 
400kgf, tipo placa de deflexão com aumento de força/tempo de 111±23N/s. Os 288 
resultados foram expressos em kgf/cm. 289 
2.5. Simulação de transporte 290 
Visando simular as condições de transporte de amostras de carne bovina 291 
embalada a vácuo, foram realizados testes para verificar a manutenção da integridade 292 
do sistema de embalagem e do vácuo no interior da embalagem.  293 
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Para tanto se utilizou 27 peças de contra-filé bovino 4-6 kg recém processados, 294 
embaladas a vácuo em bolsas plásticas termoencolhíveis EVA e como embalagem 295 
secundária, 9 caixas de papelão, utilizadas normalmente para transporte das amostras.  296 
A quantidade de amostras utilizadas foi determinada pela equivalência à uma 297 
coluna do ‘pallet’ estruturado pelo frigorífico, que é de 9 camadas. Cada caixa comporta 298 
3 peças de contra-filé 4-6 kg embalado a vácuo. As caixas foram colocadas em ordem 299 
crescente, de baixo para cima. 300 
Este ensaio foi executado em um equipamento de vibração MTS modelo 407, 301 
com 1,5 x 1,5m e 5 toneladas de força dinâmica e controlado em vibração randômica 302 
por equipamento SignaCalc 550 Vibration Controller, disponível no CETEA/ITAL e 303 
executado pela mesma entidade.  304 
As amostras foram dispostas na mesa vibratória como descrito acima e sofreram 305 
vibração randômica de acordo com o espectro sugerido pela norma ASTM D 4169-08 306 
para caminhões, com valor médio de aceleração (RMS) de 0,52 g´s (Assurance Level II) 307 
durante 60 minutos, que é o tempo equivalente a um percurso rodoviário de 500 km.  308 
Após o ensaio, foram realizadas avaliações de integridade do sistema, medição 309 
de vácuo, análises na carne (determinação do potencial de óxido-redução, avaliação de 310 
cor e odor, e quantidade de exsudato) e das caixas quanto à sua deformação. 311 
2.5.1. Análise da integridade dos sistemas 312 
A integridade dos sistemas foi determinada pelo ensaio de emissão de bolhas, 313 
segundo ASTM E 515-05, utilizando-se um kit de vácuo/pressão.  314 
2.5.2. Medição de vácuo 315 
A medição de vácuo foi realizada por ensaio não destrutivo, através da medida 316 
direta da contra-pressão necessária para provocar o descolamento da embalagem do 317 
produto. 318 
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2.5.3. Determinação do potencial de óxido-redução ( Eh) 319 
O potencial de óxido-redução da carne foi medido no mesmo aparelho de pH, 320 
porém utilizando o eletrodo combinado para Redox da Mettler-Toledo, modelo PT 4805-321 
S7/120 com solução de aferição tampão ferrocianeto de potássio, que forneceu uma 322 
leitura de 220mV a 25°C e a pH 7.  323 
2.5.4. Avaliação de cor e odor 324 
A avaliação de cor da carne foi efetuada com uso do espectrofotômetro 325 
(HunterLab), modelo Colorquest II, com calibração em Reflectância Especular Incluída 326 
(RSIN), usando um sistema de cor CIELAB (L*, a*, b*), iluminante D65 e um ângulo do 327 
observador de 10°, conforme Hunter Lab (1996). A av aliação de odor foi feita 328 
olfativamente logo após a abertura. 329 
2.5.5. Quantidade de exsudato 330 
A quantidade de exsudato da carne foi dada em porcentagem, segundo a 331 
Equação (1). A massa inicial foi obtida pesando-se a carne já embalada. A massa final 332 
(embalagem e carne sem o exsudato, secada com papel toalha sem pressionar) foi 333 
pesada após a secagem da carne. 334 
%Exsudato = (M inicial  – Mfinal ) x 100/M inicial         Equação 1 335 
2.5.6. Avaliação das caixas quanto à deformação 336 
A avaliação das caixas quanto à deformação foi realizada por observação visual 337 
à procura de pontos de ruptura da estrutura do papelão, ou pontos de esmagamento ou 338 
amassado.  339 
 340 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 341 
3.1. Testes de reprodução do estufamento 342 
A contagem realizada na amostra inoculada antes da incubação proporcionou 343 
uma recuperação de 106UFC/50cm2, em detrimento do nível de inoculo inicial 344 
(108UFC/mL),  sendo este reduzido em 2 ciclos log, talvez pela distribuição na 345 
superfície ou ainda por uma menor recuperação pela técnica de swab utilizada na 346 
enumeração. 347 
 Para a temperatura de abuso de refrigeração (15°C) , observou-se que a amostra 348 
inoculada com o isolado C2I5EXCHPKP, identificado como C.algidicarnis, foi a que 349 
apresentou distensão mais rápida da embalagem, já após 4 dias de incubação (Tabela 350 
1). Além disso, pode-se observar que este isolado foi o que proporcionou maior 351 
alteração quanto aos limites de pH do produto, promovendo um aumento de 5,5 (pH 352 
original) para 7,5. Esta alteração pode ser devida à utilização de uma rota metabólica 353 
alternativa pelo micro-organismo no momento da depleção da glicose, principal 354 
carboidrato presente na carne e utilizado por cepas sacarolíticas. Cabe lembrar que o 355 
metabolismo deste isolado foi caracterizado como sacarolítico, em pesquisa anterior 356 
conduzida por Silva et al. (2010), não possuindo assim “ferramentas” para degradação 357 
de proteínas que pudessem justificar este aumento nos valores de pH. Entretanto, Yang 358 
et al. (2009) estudando o comportamento de C.estertheticum, linhagem 359 
reconhecidamente sacarolítica, quando inoculado em caldo de carne, citam que o 360 
crescimento do micro-organismo se torna limitado pela falta de glicose, carboidrato que 361 
é consumido inicialmente, entretanto o mesmo começa a utilizar o glicogênio intra-362 
muscular, numa taxa reduzida, consumindo rapidamente o lactato, demonstrando assim 363 
a versatilidade destas espécies na obtenção de energia. No caso do isolado 364 
C.algidicarnis, utilizado como inoculo nesta pesquisa, pode-se supor que no momento 365 
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em que este glicogênio intra-muscular chega em níveis críticos, outra rota metabólica 366 
alternativa é ativada para que o mesmo não perca suas funções vitais, utilizando assim 367 
as proteínas já parcialmente degradadas pelo efeito do ácido ou mesmo pelo efeito do 368 
calor aplicado para esterilização da superfície do bife.  369 
Cabe ressaltar que o controle negativo (amostra sem inóculo) apresentou leve 370 
distensão da embalagem unicamente após 10 dias de incubação a 15°C, 371 
permanecendo neste nível até o final da incubação, sem atingir distensão total da 372 
embalagem. Esta distensão se incrementou chegando ao nível 3 (perda de vácuo) após 373 
15 dias de incubação. Apesar deste resultado não ser esperado, pode-se supor que 374 
esta contaminação seja de responsabilidade de micro-organismos que existiam no 375 
interior da carne, não sendo assim eliminados no processo de desinfecção superficial 376 
dos bifes. Após 4 semanas de incubação a 15°C, todo s os isolados inoculados foram 377 
capazes de reproduzir o estufamento, mesmo que pela formação de poucas bolhas no 378 
exsudato (nível 1 do estufamento), comprovando assim seu envolvimento como 379 
causadores efetivos do defeito de estufamento (Tabela 1), pois mesmo com esta 380 
pequena produção de bolhas no exsudato a amostra sob estas condições já seria 381 
rejeitada pelo consumidor. 382 
Tabela 1 383 
Para a temperatura de incubação de 2°C, 6 isolados (C2I2EXRCM; 384 
C2I5EXCHPKP; C2I8EXCHPC; C4I8EXRCM; C5I7CORETPC e C9I6EX/SUPRCM) dos 385 
10 inoculados demonstraram distensão nas embalagens, alterações de pH (valores 386 
acima de 6,5) e desenvolvimento de odor putrefativo após 4 semanas a 2°C, sendo que 387 
os primeiros sinais de deterioração também foram notados para o isolado 388 
C2I5EXCHPKP (C.algidicarnis), mas somente após 4 semanas de incubação (Tabela 389 
1); comprovando, mais uma vez, que temperaturas de abuso de refrigeração favorecem 390 
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o desenvolvimento desses micro-organismos e consequente estufamento das 391 
embalagens. 392 
Para a embalagem inoculada com o controle positivo (C.estertheticum), os 393 
primeiros sinais de estufamento foram notados após 4 dias de incubação a 15°C e aos 394 
15 dias de incubação a 2°C. Resultados similares fo ram obtidos por Broda et al. (2002), 395 
em pesquisa na qual os primeiros sinais de deterioração em embalagens inoculadas 396 
com C.estertheticum foram observados após 11 dias de incubação a 2°C, e ntretanto os 397 
pesquisadores não citam o nível de vácuo utilizado no experimento. 398 
O isolado que melhor reproduziu o defeito de estufamento foi o C2I5EXCHPKP 399 
(C.algidicarnis), quando foram utilizados níveis de vácuo e termoencolhimento similares 400 
aos praticados pela indústria (6mBar/83°C), atingin do níveis maiores de estufamento 401 
em períodos menores de tempo, a 2 ou 15°C. Estes re sultados condizem com a 402 
identificação do isolado como C.algidicarnis, por apresentar caráter mais sacarolítico 403 
que proteolítico (não degrada caseína, degrada amido, não produz lípase ou lecitinase 404 
– Silva et al., 2010), sendo relacionado principalmente aos casos de produção de 405 
odores ofensivos e alterações de cor (Broda et al., 1999). Entretanto este isolado 406 
também foi capaz de exibir, nesta pesquisa, caráter proteolítico, indicado pelo aumento 407 
nos valores de pH (7) em decorrência da degradação dos aminoácidos presentes na 408 
carne e consequente liberação de radicais amina que incrementam os valores de pH 409 
por seu caráter básico. Pesquisas mais recentes indicam o C.algidicarnis como também 410 
responsável pelo estufamento em carne a vácuo além da produção de outras 411 
características relacionas a este defeito (Adam et al., 2010). Este micro-organismo foi 412 
isolado por Lawson et al. (1994) a partir da superfície de carne de porco cozida 413 
embalada a vácuo que tinha desenvolvido odores ofensivos durante a estocagem em 414 
ambientes refrigerados para comercialização. Estes autores citam como principais 415 
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características do C.algidicarnis: rápido crescimento em temperaturas entre 25-30°C 416 
(caráter psicrotrófico), fraca ou ausente atividade caseolítica, produção de ácido a partir 417 
de glicose, manose, ribose e xilose, não produção de amilases e não degradação de 418 
proteínas. Resultados similares foram obtidos por Silva et al. (2010) ao descreverem o 419 
isolado C2I5EXCHPKP. 420 
3.2. Avaliação de diferentes níveis de vácuo e temperatu ras de termoencolhimento sobre 421 
a habilidade de reprodução do defeito de estufament o para Clostridium  sp. psicrotrófico  422 
O objetivo desta etapa foi avaliar se diferentes temperaturas de 423 
termoencolhimento em diferentes níveis de vácuo teriam efeito sobre as características 424 
de deterioração dos 3 isolados (2 provenientes de cortes cárneos: C2I5EXCHPKP - 425 
C.algidicarnis; C2I8EXCHPC – C.gasigenes e 1 proveniente de linha de produção – 426 
corredor de abate/esteira de corte, junto ao frigorífico parceiro: LMI13CA/EC4°C – 427 
C.gasigenes), que melhor reproduziram o defeito de estufamento no item 3.1. 428 
Os resultados comparativos entre as 3 temperaturas de termoencolhimento 429 
analisadas (83, 84 e 87°C) a 6mBar estão apresentad os na Tabela 2. 430 
Tabela 2 431 
Por meio da Tabela 2, pode-se observar que independente da temperatura de 432 
termoencolhimento utilizada, o isolado que reproduziu mais rapidamente o defeito de 433 
estufamento foi o C2I5EXCHPKP (C.algidicarnis), diferindo apenas quanto ao grau de 434 
reprodução do defeito, sendo este menos intenso, quando se utilizou um 435 
termoencolhimento de 87°C/3s. Além disso, a atuação  deste isolado proporcionou 436 
alterações de pH nos valores de carne para até 7,5 (considerando pH inicial de 5,5), 437 
talvez decorrentes da liberação de radicais amina durante a degradação de 438 
aminoácidos, bem como o odor altamente putrefativo, derivado, talvez, da degradação 439 
de aminoácidos sulfurados, cistina e cisteína, presentes na carne e metabolizados por 440 
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Clostridium (Kodota & Ishida, 1972, citado por Dainty et al. (1989)); ou ainda associado 441 
à presença de putrescina, composto que, segundo Dainty et al. (1989), foi detectado em 442 
carnes de porco embaladas a vácuo e deterioradas por Clostridium sp. Estas 443 
características de produção de odores ofensivos já tinham sido reportadas por Lawson 444 
et al. (1994) ao descreverem a espécie C.algidicarnis.  445 
Ainda na Tabela 2, observa-se que os primeiros sinais de estufamento foram 446 
notados em intervalos de tempos similares quando o termoencolhimento foi realizado a 447 
83 ou 84°/3s, entretanto quando este foi realizado a 87°C/3s, o período de 448 
aparecimento dos primeiros sinais de estufamento se deu em 4 semanas de incubação 449 
para o isolado C2I5EXCHPKP (C.algidicarnis) e, para os demais isolados, as amostras 450 
se mantiveram inalteradas após 8 semanas de incubação a 1°C, comprovando assim a 451 
eficiência de realização do termoencolhimento a 87°C, mesmo com a aplicação de nível 452 
de vácuo menor (6mBar). Do mesmo modo que as temperaturas de termoencolhimento 453 
de 83 e 84°C aparentemente não afetam ou inibem as células de Clostridium 454 
psicrotrófico, a temperatura de 87°C aparentemente inativa suas células, ou seja, no 455 
caso desses micro-organismos estarem presentes, o ideal seria um termoencolhimento 456 
nesta temperatura. Estes resultados vão de encontro com os publicados em pesquisa 457 
de Bell et al. (2001), onde os isolados inoculados quando submetidos ao 458 
termoencolhimento a 90°C/3s reproduziram, em menor tempo, o defeito do estufamento 459 
(de 77 dias para amostras não inoculadas para 36 dias nas amostras inoculadas e 460 
submetidas a esta condição), entretanto os autores não citam o nível de vácuo utilizado, 461 
ou seja, a influência do nível de vácuo juntamente com as maiores temperaturas de 462 
termoencolhimento não foi avaliada. Além disso, pode-se observar que, mesmo nos 463 
casos onde o controle negativo apresentou algum sinal de perda de vácuo 464 
(termoencolhimento da embalagem a 83 e 84°C), notou -se que os valores de pH após a 465 
 131
abertura da embalagem estavam iguais aos iniciais (5,5) e os atributos de qualidade 466 
funcional como odor e proteólise, permaneceram inalterados. 467 
Na Tabela 3 estão apresentados os resultados da habilidade de reprodução do 468 
estufamento após termoencolhimento a 83, 84 e 87°C por 3s, utilizando um nível de 469 
vácuo de 9mBar. 470 
Tabela 3 471 
Por meio da Tabela 3, pode-se observar que, com o nível de vácuo de 9mBar, 472 
nas temperaturas de termoencolhimento de 83 e 84°C,  notou-se uma aceleração no 473 
tempo de aparecimento do defeito de estufamento, sendo que este foi notado já nos 474 
primeiros 4 dias de incubação para a linhagem C2I5EXCHPKP (C.algidicarnis isolado 475 
de corte cárneo) e entre a 2ª e 3ª semanas para a linhagem C2I8EXCHPC 476 
(C.gasigenes isolado de cortes cárneos), sofrendo assim uma aceleração de 1 e 3 477 
semanas, respectivamente, quando comparados aos dados de mesmas temperaturas 478 
com 6mBar de vácuo. Isto pode estar associado ao fato destas linhagens serem 479 
estritamente anaeróbicas, apresentando maior crescimento em ambientes mais 480 
reduzidos (maior nível de vácuo). Entretanto, considerando a temperatura de 87°C para 481 
o termoencolhimento, observou-se que a 9mBar somente a linhagem C2I5EXCHPKP 482 
(C.algidicarnis) foi capaz de reproduzir o defeito de estufamento, similar ao ocorrido a 483 
6mBar, entretanto, o tempo para aparecimento do defeito passou de 4 semanas 484 
(6mBar) para 7 semanas (9mBar), notando-se mais uma vez a influência da 485 
temperatura de termoencolhimento na extensão do tempo livre de defeito, 486 
possivelmente devido a inativação da porção mais termo-sensível da população nesta 487 
temperatura. As características de pH, odor e textura foram similares em ambos os 488 
casos, 6 e 9mBar. 489 
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Sendo assim, pôde-se observar que o tempo para produção dos primeiros sinais 490 
de estufamento é reduzido com o processo de termoencolhimento e que as 491 
temperaturas de termoencolhimento de 83 e 84°C, atu am como agentes aceleradores 492 
da produção de gás, provavelmente por estarem ativando alguns esporos (populações 493 
ativadas pelo calor) que possam estar presentes nas suspensões de micro-organismos 494 
inoculadas, já que estas demoram cerca de 2 semanas para terem um crescimento 495 
razoável ao ponto de se conseguir um nível de inoculo inicial de 108UFC/mL (lida 496 
através de densidade óptica) e, devido a este longo período poder ocorrer a produção 497 
de esporos no meio, estruturas que também produzem alterações de densidade óptica. 498 
Além disso, observou-se que a 9mBar, após utilização das temperaturas de 83 e 84°C 499 
no termoencolhimento, notoriamente os tempos para aparecimento do defeito são 500 
reduzidos, ou seja, como os micro-organismos são anaeróbios, a condição de vácuo 501 
mais reduzida (9mBar) favorece seu crescimento. Por outro lado, esta condição de 502 
vácuo mais reduzida diminuiu os incidentes de crescimento no controle negativo (bifes 503 
sem inoculo), comprovando que este defeito notado no controle negativo em alguns 504 
experimentos não se tratava de uma flora anaeróbica presente no interior da carne mas, 505 
muito provavelmente, de flora anaeróbica facultativa, composta talvez por células 506 
vegetativas mais sensíveis ao calor que, em maiores temperaturas de 507 
termoencolhimento, foram inativadas. Em adição, pode-se observar ainda que a melhor 508 
condição para se evitar e/ou retardar o desenvolvimento de Clostridium psicrotrófico, 509 
quando presente, é a aplicação de um termoencolhimento a 87°C/3s precedido de 510 
vácuo a 9mBar, ou seja, o processo de termoencolhimento em algumas situações torna 511 
a deterioração por estes micro-organismos mais rápida. Além disso, observou-se que o 512 
isolado recuperado a partir da linha de produção do frigorífico parceiro não foi capaz de 513 
reproduzir o estufamento, quando inoculado em embalagem submetida ao 514 
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acondicionamento a vácuo sob 9mBar e temperatura de termoencolhimento de 87°C. 515 
Este fato caracteriza a flora predominante na superfície da linha de produção do 516 
frigorífico como uma flora mais termosensível tendo sido, aparentemente, inativada pelo 517 
processo de termoencolhimento em temperaturas mais altas.  518 
Todavia, cabe ser ressaltado que a condição mais severa utilizada 519 
(87°C/3s/9mBar) não foi suficiente para impedir o d esenvolvimento do C.algidicarnis, 520 
somente retardando-o, mas este aumento do tempo para aparecimento do defeito de 521 
estufamento (para 7 semanas) ainda é muito pequeno se comparado ao prazo de 522 
validade do produto (90 dias). 523 
3.3. Caracterização da embalagem primária 524 
Na Tabela 4 a e b está apresentada a média dos resultados obtidos para as 525 
determinações realizadas em 20 amostras de bolsa plástica. As especificações do 526 
fabricante estão apresentadas na Tabela 5. 527 
Tabela 4a 528 
Tabela 4b 529 
Tabela 5 530 
Para o teste de resistência ao estouro, nenhuma das amostras testadas 531 
apresentou falha na selagem original da embalagem. 532 
Comparando-se as Tabelas 4a/b e 5, é possível afirmar que as amostras 533 
analisadas forneceram resultados que condizem com as especificações do fabricante, e 534 
apresentaram boa uniformidade, considerando-se os baixos valores de desvio padrão 535 
entre as replicatas. Apenas a análise de determinação do comprimento total da 536 
embalagem apresentou um desvio padrão mais elevado, no entanto, este resultado 537 
permanece de acordo com as especificações fornecidas. 538 
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De acordo com Seideman & Durland (1983), as propriedades físicas do filme 539 
utilizado no acondicionamento a vácuo é, provavelmente, o fator mais importante para a 540 
manutenção da qualidade da carne. Assim, enumeram ainda as vantagens de se 541 
embalar cortes cárneos in natura a vácuo: redução de perda de peso por desidratação, 542 
preservação da cor do músculo devido à ausência de oxigênio, manutenção da higiene 543 
devido à eliminação de contaminação externa e a provisão de um meio para prolongar a 544 
palatabilidade da carne, em relação a outra não embalada. Neste sentido, Newton e 545 
Rigg (1979), citam que o uso de uma embalagem que forneça uma barreira adequada 546 
ao oxigênio é de grande relevância, pois a deterioração da carne durante armazenagem 547 
está diretamente relacionada à permeabilidade do filme utilizado, apesar de não se 548 
tratar do único fator que afeta a vida de prateleira do produto. Em adição, Egan e Shay 549 
(1982) apresentaram dados que indicam, em termos práticos, diferença extremamente 550 
pequena na taxa de deterioração de carne estéril, quando acondicionada em bolsas 551 
com permeabilidade de 1 e 25 cm³/m².dia. Isto sugere que o uso de bolsas com 552 
permeabilidade ao oxigênio muito baixa não oferece resultados significativamente 553 
melhores para uso comercial, pois há outros fatores envolvidos no processo de 554 
deterioração e que não são afetados pela permeabilidade ao oxigênio. 555 
Entretanto, o acondicionamento a vácuo também apresenta suas desvantagens 556 
segundo Seideman & Durland (1983). A primeira delas seria o custo relativamente caro 557 
dos filmes aplicados no sistema de embalagem; as perdas econômicas associadas com 558 
a formação do exsudato; a crença, por parte dos processadores, de que somente por 559 
conta da carne estar embalada a vácuo seria estável durante a vida de prateleira, 560 
independentemente da qualidade da carcaça, ou da temperatura de estocagem, ou 561 
seja, acreditar erroneamente, que  o vácuo será uma barreira insuperável, sendo que 562 
várias pesquisas demonstram o contrário (Lawson et al., 1994; Broda et al., 1996 a/b; 563 
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Broda et al., 2003; Brightwell, et al., 2007; Bryrne et al., 2009, Adam et al., 2010, dentre 564 
outros). 565 
3.3.1. Análises após termoencolhimento  566 
A espessura após termoencolhimento apresentou resultados maiores que a 567 
espessura do filme sem uso. De acordo com Bell et al. (2001), o termoencolhimento 568 
aplicado em embalagem para carnes possui benefícios operacionais e funcionais, 569 
como: facilidade no manuseio do produto, devido à diminuição do excesso de plástico 570 
que poderia estar exposto aos danos mecânicos, diminuição de espaços vazios entre a 571 
carne e o filme, e conseqüente, ajuda na minimização da formação de exsudato. 572 
Entretanto esse termoencolhimento pode, em algumas situações, atuar como agente 573 
favorecedor do defeito de estufamento, diminuindo o prazo para que ele ocorra, 574 
principalmente na temperatura de 90°C/3s (Bell et al., 2001). 575 
Para este estudo, para as embalagens primárias novas analisadas, a 576 
permeabilidade ao oxigênio após o termoencolhimento também foi aumentada. Isso 577 
ocorre devido ao efeito mecânico sobre o arranjo molecular e pelo efeito da umidade e 578 
gordura da carne atuando como plastificante do filme, ou seja a barreira do filme ao 579 
oxigênio foi diminuída após termoencolhimento, o que pode ser danoso sob o ponto e 580 
vista microbiológico, favorecendo a incidência de espécies anaeróbicas facultativas, 581 
espécies estas que em pesquisas realizadas por Silva et al. 2009, representaram 582 
microbiota predominante tanto nos cortes deteriorados quanto nos não deteriorados 583 
analisados. 584 
3.4. Caracterização da embalagem secundária 585 
Os resultados obtidos para caixa de papelão estão apresentados nas Tabelas 6a 586 
e b. As especificações do fornecedor estão apresentadas nas Tabelas 7a e b. 587 
Tabela 6a 588 
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Tabela 6b 589 
Tabela 7a 590 
Tabela 7b 591 
O papelão ondulado como material de embalagem possui sua maior aplicação 592 
em caixas de transporte, por se tratar de um material com boa resistência à compressão 593 
e ao estouro, sendo também bastante leve, largamente utilizado para exportação de 594 
gêneros alimentícios, incluindo carne (Bergmiller, 1976). 595 
De acordo com as observações realizadas, pode-se afirmar que o papelão é do 596 
tipo B, pois possui 15 ondas por decímetro linear, e sua espessura média é de 2,9 mm.  597 
A função básica da embalagem secundária é conter ou agrupar uma quantidade de 598 
embalagens primárias para fins de distribuição do fornecedor até o ponto de venda do 599 
produto (Poustis, 2005). Apesar de não ser projetada especificamente para proteger o 600 
produto de contaminação microbiológica, como a embalagem primária, a embalagem 601 
secundária deve propiciar o empilhamento, facilitando o estoque do produto na fábrica 602 
antes do despacho, manipulações de despacho, transporte e recebimento, entre outros 603 
(Bergmiller, 1976). 604 
As dimensões internas fazem parte da construção geral da caixa, e para que este 605 
tipo de embalagem possa transportar e proteger seu conteúdo adequadamente, ela 606 
deve ser de tamanho apropriado e uniforme.  607 
Observando-se as Tabelas 6a e b, em comparação com as Tabelas 7a e b, é 608 
possível afirmar que as amostras  analisadas forneceram resultados que concordam 609 
com as especificações do fabricante, apresentando homogeneidade de resultados, 610 
vistos os baixos valores de desvio padrão entre as amostras. 611 
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3.5. Simulação de transporte 612 
Os resultados obtidos para amostras de contrafilé embalado a vácuo estão 613 
apresentados na Tabela 8. 614 
Tabela 8 615 
Todas as amostras foram avaliadas como contendo odor característico de carne 616 
bovina crua. 617 
Os cálculos estatísticos para vácuo foram obtidos, excluindo-se a amostra que 5, 618 
que chegou ao laboratório sem vácuo, antes de ser submetido ao teste de simulação de 619 
transporte. Dentre as outras amostras, apenas a número 25 (caixa 9, topo) apresentou 620 
nível de vácuo inferior a 600 mm Hg, no entanto, não foram observadas falhas nas 621 
soldas no teste de emissão de bolhas (conforme descrito no item 2.5.1) ou danos 622 
visíveis à estrutura da embalagem plástica.   623 
No teste de emissão de bolhas, apenas a amostra 5 apresentou falha na solda 624 
de topo de aproximadamente 2,5 cm, o que justifica sua perda de vácuo e indica falha 625 
eventual nas condições de termossoldagem na indústria processadora. Nesta 626 
embalagem, foi realizado teste adicional de difusão de solução colorida, que evidenciou 627 
o ponto de defeito na soldagem (Figura 2 a e b). 628 
Figura 2 a e b 629 
De acordo com Hobbs (1986), a faixa de potencial de óxido-redução (Eh) para 630 
alimentos varia de -420 a 820 mV, e depende do nível de oxidação ou redução de 631 
vários componentes, além da atmosfera que envolve o alimento. Na maioria dos casos, 632 
o Eh não é uniforme em todos os pontos de um produto, por exemplo, a superfície de 633 
uma carne em contato com o ar terá valor de Eh positivo, enquanto a parte interna terá 634 
Eh negativo. A avaliação do potencial de óxido-redução das amostras após o ensaio de 635 
simulação de transporte indicou valores mais elevados para as amostras posicionadas 636 
 138
nas camadas superiores da coluna (amostras 19 a 27, caixas 7, 8 e 9), embora entre 637 
elas, apenas a amostra 25 tenha apresentado valores de vácuo abaixo da média. 638 
Entretanto estes valores elevados podem estar relacionados à penetração superficial do 639 
equipamento de medida. Provavelmente, isso ocorreu devido ao efeito de maior 640 
vibração nas camadas superiores da coluna, que, conseqüentemente, melhor equilibrou 641 
os valores de Eh. 642 
O potencial de óxido-redução é um dos fatores do produto que influenciam no 643 
crescimento microbiano. Essas alterações podem ajudar a definir qual tipo de microflora 644 
será predominante na carne, dependendo do Eh. Micro-organismos aeróbios estritos 645 
necessitam de oxigênio ou ambiente altamente oxidado para se desenvolverem, 646 
enquanto que os anaeróbios estritos requerem condições altamente reduzidas e 647 
ausência de oxigênio. Entre estes dois extremos, existem aqueles facultativos, que 648 
podem crescer nas mais diversas condições, apesar de possuírem também sua faixa 649 
ótima de Eh (Hobbs, 1986). O potencial de óxido-redução é um parâmetro que afeta e 650 
também é muito afetado pelo crescimento de anaeróbios, e a medição deste parâmetro 651 
pode servir de indicação da quantidade deste tipo de micro-organismo presente na 652 
carne embalada a vácuo (Madden & Bolton, 1983 e Lund et al, 2000). 653 
A amostra 25 (caixa 9, topo) foi a que apresentou maior valor de Eh, 657,4 mV, o 654 
que indica que possivelmente esta amostra seja mais susceptível à contaminação por 655 
aeróbios deteriorantes. Da mesma forma, a amostra 12, que apresentou menor valor de 656 
Eh (-327,3 mV) foi  a mais susceptível à contaminação por anaeróbios deteriorantes. 657 
A avaliação da cor pelo método espectrofotométrico visou pesquisar mudanças 658 
na cor da carne causados por eventuais falhas no sistema de embalagem primário e, 659 
consequente reação do oxigênio com a mioglobina. No entanto, a variação dos valores 660 
de L, a e b para cor das amostras ocorreu principalmente pelo alto teor de gordura 661 
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entremeada nas fibras musculares e que podem ser observadas visualmente, como na 662 
figura abaixo, que forneceram resultados bastantes heterogêneos devido às diferenças 663 
de reflectância da luz entre porções com gordura e músculo. 664 
Figura 3 665 
O principal pigmento responsável pela cor da carne fresca é a mioglobina. A 666 
remoção do oxigênio durante o acondicionamento a vácuo ocasiona a mudança da cor 667 
da carne. A cor vermelho brilhante desaparece na embalagem a vácuo à medida que a 668 
oximioglobina é revertida a mioglobina (vermelho púrpura). Esta é a cor normal e 669 
desejável na carne embalada a vácuo. Após poucos minutos de aberta a embalagem, 670 
no entanto, a mioglobina da superfície é oxidada novamente devido à reação com o 671 
oxigênio atmosférico (Johnson, 1980).  672 
Quanto à formação de exsudato, não foi observada nenhuma relação entre o 673 
volume de líquido e a posição das amostras no teste de simulação de transporte. A 674 
amostra 9 (caixa 3) foi a que apresentou maior volume, 1,7%, mais de quatro vezes 675 
maior que a média para as amostras, que foi de 0,39%. A quantidade normal de 676 
exsudato em carne bovina embalada a vácuo é de 1 – 2% (v/peso), enquanto que 4% é 677 
considerado excessivo (Johnson, 1980). FSA (2002) afirma que a carne fresca bovina 678 
contém aproximadamente 70% de água. Um dos principais desafios das indústrias de 679 
carne é relativo à prevenção de perda de líquidos durante o armazenamento. Em 680 
carnes que ficam armazenadas por períodos extensos, por exemplo, carnes embaladas 681 
a vácuo, a formação de exsudato aumenta gradativamente com o tempo (FSA, 2002).  682 
Através da avaliação visual foi possível perceber que as caixas de papelão 683 
utilizadas na simulação de transporte não sofreram nenhum tipo de dano estrutural, 684 
permanecendo íntegras durante todo o teste, independente de sua posição na coluna. 685 
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Sendo assim, por esta pesquisa pode-se concluir que tanto as embalagens 686 
primárias quanto as secundárias estavam dentro das especificações estabelecidas pelo  687 
fabricante. Além disso, a simulação de transporte para um percurso de 500km, não teve 688 
efeito sobre as embalagens secundárias, já para as embalagens primárias, uma de 689 
viste e sete amostras teve a solda danificada durante o teste, sofrendo com isto perda 690 
de vácuo. Em adição, após o ensaio de simulação de transporte, uma amostra 691 
apresentou valores de Eh acima da média, o que indica uma possível susceptibilidade 692 
da amostra a ação de micro-organismos anaeróbios facultativos. Para os ensaios de 693 
reprodução do estufamento, a condição de incubação a 15°C proporcionou sinais de 694 
deterioração já após 4 dias de incubação e a 2°C es tes sinais foram observados após 2 695 
semanas. Cabe acrescentar que estes tempos são considerados mínimos, quando 696 
comparados ao prazo de validade do produto que é de 6 meses, ou seja, mesmo que o 697 
produto não seja submetido às condições de abuso de temperatura de refrigeração, 698 
caso espécies de Clostridium psicrotrófico, em especial o C.algidicarnis, estejam 699 
presentes, os primeiros sinais do defeito poderão ser  notados já na segunda semana 700 
de vida de prateleira. Quando foram comparadas diferentes temperaturas de 701 
termoencolhimento (83, 84 e 87°C) em dois níveis de  vácuo (6 e 9mBar), observou-se 702 
que a temperatura de 87°C juntamente com o nível de  vácuo de 9mBar, foram as 703 
condições que ofereceram maior barreira ao desenvolvimento dos isolados, impedindo-704 
o no caso dos isolados LMI13CA/EC e C2I8EXCHPC, comprovando assim que o 705 
estufamento da carne a vácuo envolve uma população heterogênea. Entretanto, as 706 
condições de termoencolhimento a 83 e 84°C, aparent emente não afetaram os 707 
isolados, proporcionando seu desenvolvimento em intervalos de tempo pequenos. 708 
Sendo assim é necessário que se estabeleçam barreiras efetivas ao crescimento destes 709 
micro-organismos tais como baixas temperaturas de ambientes de processamento e 710 
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estocagem na indústria (< 2°C), retardando assim o enriquecimento da flora bem como 711 
a chance de germinação de esporos com consequente deterioração do produto; maior 712 
número de barreiras para o controle efetivo destas espécies; higienização mais 713 
adequada dos ambientes do frigorífico; já que a junção entre o nível de vácuo e 714 
temperatura de termoencolhimento praticada pela indústria não são barreiras 715 
suficientes ao desenvolvimento de espécies de Clostridium psicrotróficas, quando 716 
presentes na carne. 717 
 718 
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Tabela 1. Resultados do teste de reprodução do estufamento a  15 e 2°C após 4 semanas de incubação. 851 
Culturas testadas 
Tempo de incubação a 15°C (semanas) pH médio 
após 
abertura 1 2 3 4 5 6 7 8 
Isolados provenientes de corte cárneos 
C1I11EEXPKP -/- -/- +/- +/+ +/+ +/++ ++/+++ +++/++++ 6.5 
C1I13ESUPPKP -/- -/- +/+ +/++ ++/++ ++/+++ +++/+++ +++/+++ 6.5 
C1I14ESUPPC -/- -/- -/- +/- +/+ ++/+ +++/++ +++/++ 6.0 
C1I17ECORPC -/- -/- +/+ ++/+ ++/+ ++/++ +++/++ ++++/++ 6.5 
C2I2EXRCM -/- +/+ ++/++ +++/+++ +++/+++ +++/++++ +++/++++ +++/++++ 6.5 
C2I5EXCHPKP +/+ ++/++ ++/++ ++/++ +++/++ +++/+++ ++++/++++ ++++/++++ 7.5 
C2I8EXCHPC -/- -/- -/- +/- +/+ +/++ ++/++ ++/++ 6.0 
C4I8RCMEX +/- ++/+ ++/++ +++/+++ ++/+++ +++/+++ ++++/++++ ++++/++++ 6.5 
C9I6RCMEX/SUP -/- -/- +/- ++/++ ++/++ ++/++ ++/++ ++/++ 6.0 
C5I7PCCOR -/- -/- -/- +/+ +/+ +/++ ++/++ +++/++ 6.0 
Isolados provenientes de superfícies do frigorífico  
LMI1C4°C -/- +/+ ++/+ +++/++ +++/++ +++/++ +++/+++ +++/+++ 6.0 
LMI13CA/EC4°C +/+ ++/++ +++/++ +++/+++ +++/+++ +++/+++ +++/+++ +++/++++ 6.5 
Controle positivo -
C.estertheticum 
+/- ++/+ ++/+ ++/++ ++/+++ +++/++++ ++++/++++ ++++/++++ 6.5 
Controle negativo -/- +/- +/+ ++/+ ++/++ ++/+++ +++/+++ +++/+++ 5.0 
Culturas testadas 
Tempo de incubação a 2°C (semanas) pH médio 
após 
abertura 1 2 3 4 5 6 7 8 
Isolados provenientes de cortes cárneos 
C1I11EEXPKP -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 6.0 
C1I13ESUPPKP -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 5.5 
C1I14ESUPPC -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 5.5 
C1I17ECORPC -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 5.5 
C2I2EXRCM -/- -/- -/- -/- +/- +/+ ++/+ ++/++ 5.5 
C2I5EXCHPKP -/- -/- -/- +/+ ++/++ +++/++ +++/+++ ++++/++++ 7.0 
C2I8EXCHPC -/- -/- -/- -/- -/- +/+ ++/+ ++/++ 5.5 
C4I8RCMEX -/- -/- -/- -/- -/- +/- +/+ +/+ 7.0 
C9I6RCMEX/SUP -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 5.5 
C5I7PCCOR -/- -/- -/- -/- -/- +/+ +/++ ++/++ 6.5 
Isolados provenientes das superfícies do frigorífic o 
LMI1C4°C -/- -/- -/- -/- -/- -/- +/+ +/+ 5.5 
LMI13CA/EC4°C -/- -/- -/- -/- -/- +/+ ++/+ ++/++ 6.5 
Controle positivo - 
C.estertheticum -/- -/- +/+ +/+ ++/++ ++/+++ +++/++++ +++++/+++++ 7.0 
Controle negativo -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 5.5 
Onde: (+): pequena quantidade de bolhas o exsudato ou carne; (++): grande quantidade de bolhas mas sem  distensão da embalagem; (+++):  perda de vácuo e 852 





Tabela 2. Influência da temperatura de termoencolhimento sobr e a habilidade de estufamento, a 6mBar, de linhagen s de 857 
Clostridium psicrotróficos após 30 dias a 1°C. 858 
Isolados 
testados 
Termoencolhimento a 83°C/3s e 6mBar 
1s 2s 3s 4s 5s 6s 7s 8s pH Odor Textura 
LMI13CA/EC -/- -/- -/- +/- +/- +/- ++/- ++/- 6,5 putrefativo Proteólise moderada 
C2I5EXCHPKP -/- +/+ ++/++ ++/++ ++/+++ ++/+++ +++/+++ +++/+++ 7,0 putrefativo Proteólise intensa 





negativo -/- -/- -/- -/- -/- -/- +/- +/- 5,5 Normal Íntegra 
Termoencolhimento a 84°C/3s e 6mBar 
LMI13CA/EC -/- -/- -/- -/- +/+ +/+ ++/+ ++/++ 6,0 Putrefativo leve 
Proteólise 
leve 
C2I5EXCHPKP -/- +/+ +/++ +/++ ++/++ ++/++ ++/++ ++/++ 7,5 Putrefativo intenso 
Proteólise 
intensa 




negativo -/- -/- -/- -/- -/- -/- +/- +/- 5,5 Normal Íntegra 
Termoencolhimento a 87°C/3s e 6mBar 
LMI13CA/EC -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 5,5 Normal Integra 




C2I8EXCHPC -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 5,5 Normal Integra 
Controle 
negativo -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 5,5 Normal Integra 
Onde: (+): pequena quantidade de bolhas o exsudato ou carne; (++): grande quantidade de bolhas mas sem  distensão da embalagem; (+++):  perda de vácuo e 859 






Tabela 3. Influência da temperatura de termoencolhimento sobr e a habilidade de estufamento, a 9mBar, de linhagen s de 865 
Clostridium psicrotróficos após 30 dias a 1°C. 866 
Isolados 
testados 
Termoencolhimento a 83°C/3s e 9mBar 
1s 2s 3s 4s 5s 6s 7s 8s pH Odor Textura 
LMI13CA/EC -/- -/- -/- +/- +/- +/- ++/- ++/- 6,0 Putrefativo moderado 
Proteólise 
moderada 








negativo -/- -/- -/- -/- -/- -/- +/- +/- 5,5 Normal Íntegra 
Termoencolhimento a 84°C/3s e 9mBar 
LMI13CA/EC -/- -/- -/- -/- +/+ +/+ +/+ +/+ 6,5 Putrefativo moderado 
Proteólise 
moderada 
C2I5EXCHPKP +/+ +/++ ++/++ ++/++ ++/++ ++/+++ ++/+++ +++/+++ 7,5 Putrefativo intenso 
Proteólise 
intensa 




negativo -/- -/- -/- -/- -/- -/- +/- +/- 5,5 Normal Íntegra 
Termoencolhimento a 87°C/3s e 9mBar 
LMI13CA/EC -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 5,5 Normal Integra 
C2I5EXCHPKP -/- -/- -/- -/- -/- -/- +/- +/+ 6,5 Putrefativo leve 
Proteólise 
leve 
C2I8EXCHPC -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 6,0 Normal Integra 
Controle 
negativo -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 5,5 Normal Integra 
Onde: (+): pequena quantidade de bolhas o exsudato ou carne; (++): grande quantidade de bolhas mas sem  distensão da embalagem; (+++):  perda de vácuo e 867 






Tabela 4a. Resultados da caracterização da embalagem primári a. 873 
Determinação Resultado médio Mínimo Máximo 
Desvio 
padrão 
Peso (g) 21,0 20,7 21,1 ± 0,122 
Gramatura (g/m2) 57 55 61 ± 0,015 
Largura (mm) 247 246 249 ± 0,999 
Comprimento (mm) 731 726 735 ± 2,142 
Capacidade volumétrica (ml) 10482 10170 10795 ± 0,165 
Espessura (mm) 0,054 0,053 0,055 ± 0,001 
























Tabela 4b. Caracterização da embalagem primária – permeabili dade ao oxigênio, a 23°C com 896 
60% de Umidade Relativa. 897 
Determinação  Resultado médio  
Permeabilidade ao oxigênio (cm³/m².dia) 11,99 
Permeabilidade ao oxigênio após termoencolhimento, praticado pela 





























Tabela 5. Especificações da embalagem EVA multicamadas, de a cordo com o fabricante. 924 
Especificação  Nominal  Limites  
Largura (mm) 200 a 240 -5 a +20 
Comprimento (mm) 500 a 850 -13 a +30 
Espessura (µm) 48 a 62 - 


























Tabela 6a. Resultados da caracterização da embalagem secundár ia (tampa) utilizados no 949 
transporte de carne bovina. 950 
Determinação Resultado médio Mínimo Máximo 
Desvio 
Padrão 
Gramatura (g/m2) 600 592 613 ± 5,209 
Espessura (mm) 2,90 2,70 3,0 ± 0,07 
Ondas/ dm 15 - - - 
Comprimento (mm) 561 560 562 ± 0,686 
Largura (mm) 258 256 261 ± 1,309 
Altura (mm) 165 165 166 ± 0,308 



















Tabela 6b. Resultados da caracterização da embalagem secundár ia (fundo) utilizada para 968 
transporte de carne bovina. 969 
Determinação Resultado médio Mínimo Máximo 
Desvio 
Padrão 
Gramatura (g/m2) 600 582 608 ± 6,4402 
Ondas/ dm 15 - - - 
Dimensões internas     
   Comprimento (mm) 553 550 560 ± 2,858 
   Largura (mm) 226 218 230 ± 3,2811 
   Altura (mm) 166 165 168 ± 0,8127 
Espessura (mm) 2,95 2,90 3,00 ± 0,0363 






















Tabela 7a. Especificação do fornecedor para caixa (tampa) 990 
Especificação  Nominal  Limites  
Gramatura (g/m2) 579 ± 5% 
Dimensões internas    
   Comprimento (mm) 562 - 
   Largura (mm) 253 - 
   Altura (mm) 164 - 
Espessura (mm) 2,8 ± 0,4 























Tabela 7b. Especificação do fornecedor para caixa (fundo) 1012 
Especificação  Nominal  Limites  
Gramatura (g/m2) 579 ± 5% 
Dimensões internas   
   Comprimento (mm) 536 - 
   Largura (mm) 235 - 
   Altura (mm) 162 - 
Espessura (mm) 2,8 ± 0,4 

























Tabela 8. Resultados das análises realizadas na simulação de  transporte de contra-filé 1036 
bovino embalado a vácuo. 1037 
Determinação Média Mínimo Máximo Desvio Padrão 
Potencial de óxido redução - Eh 
(mV) 123,6 -327,3 657,4 ± 214,88 
Cor     
L 29,80 21,8 34,3 ± 3,10 
a 14,55 11,4 22,0 ± 2,68 
b 10,51 7,5 16,4 ± 2,02 
Exsudato (%) 0,39 0,0 1,7 ± 0,355 
Vácuo (mm Hg) 636 500,0 660,0 ± 34,66 









Figura 1. Esquema de inoculação dos bifes para testes de re produção do defeito de estufamento: 1046 
A. remoção da gordura superficial; B.reduçao da con taminação da superfície de cada bife; C. 1047 
inoculação; D. acondicionamento a vácuo; E. termoen colhimento; F. embalagens prontas para 1048 
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Por meio da presente pesquisa, pode-se concluir que: 
 
 A flora vegetativa psicrotrófica anaeróbica foi a predominante nas carnes 
embaladas a vácuo analisadas, sejam elas deterioradas ou não deterioradas; 
 Dentre as espécies esporuladas de Clostridium recuperadas, as ativadas pelo 
calor predominaram em detrimento as ativas pelo álcool. Somente foram 
recuperados Clostridium em 3 das 8 amostras deterioradas analisadas, fato que 
comprova a hipótese que não somente estas espécies estão envolvidas nos 
defeitos de estufamento detectados em carnes bovinas resfriadas e embaladas a 
vácuo, mas esta deterioração, na grande maioria das vezes, está associada a 
um grupo heterogêneo que co-existe nas amostras, sendo este composto por 
linhagens psicrotróficas de Bacillus facultativos, que nesta pesquisa 
representaram 50% da contaminação nas amostras deterioradas;  
 A partir das 13 amostras analisadas foram recuperados 10 isolados identificados 
como Clostridium psicrotrófico, sendo que estes 8 foram identificados 
geneticamente como C.gasigenes e 2 como C.algidicarnis; 
 A partir dos ambientes do frigorífico foram recuperados 2 isolados viáveis de 
Clostridium psicrotrófico, sendo 1 a partir do couro e outro recuperado tanto no 
final do corredor de abate quanto no início e final da esteira de corte, sendo 
ambos identificados como C.gasigenes. Cabe acrescentar que ambientes que 
deveriam estar a 0-6°C estavam com temperaturas de 15°C, proporcionando 
assim a formação de nichos de espécies psicrotróficas; 
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 C.gasigenes foi comum tanto nos ambientes de frigorífico quanto nos cortes 
analisados, comprovando que o ambiente de abate pode ser uma fonte de 
disseminação das espécies de Clostridium psicrotrófico; 
 Todos os isolados de Clostridium recuperados foram capazes de reproduzir o 
defeito de estufamento a 15°C, entretanto a 2°C som ente 5 tiveram esta 
capacidade, sendo que o isolado que reproduziu mais rápida e intensamente o 
defeito de estufamento foi C.algidicarnis. Este fato é muito importante pois 
demonstra que o abuso de temperatura de refrigeração acelera e intensifica o 
defeito do estufamento e além disso, que a temperatura de 2°C não impede o 
desenvolvimento de espécies de Clostridium psicrotróficos, somente a retarda; 
 Tanto as embalagens primárias quanto secundárias estavam de acordo com as 
especificações do fabricante; 
 Após teste de simulação de transporte para uma distância de 500km, observou-
se que das 27 amostras testadas, 1 amostra (~3,7%) apresentou alterações que 
poderiam favorecer o desenvolvimento principalmente de espécies facultativas; 
 Dada a coincidência entre os isolados recuperados no frigorífico e na carne 
bovina, é de extrema importância que as unidades de processamento atentem 
para o fato de que as temperaturas abusivas praticadas nos ambientes 
refrigerados, durante a produção e estocagem, podem acarretar em aumento nos 
riscos de contaminação, principalmente por espécie psicrotróficas. Além disso, a 
sanitização dos ambientes e remoção eficiente do couro, deve visar, além da 
eliminação de formas vegetativas, a eliminação de formas esporuladas que se 
levadas para o produto final poderão deteriorar a carne, mesmo se esta ficar 
conservada a 2°C.  
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 Um conjunto de barreiras mais eficientes deveriam ser aplicadas a fim de inibir o 
desenvolvimento destas espécies, pois mesmo a aplicação de níveis de 
termoencolhimento e vácuo maiores (87°C/9mBar) que os praticados atualmente 
(83°C/6mBar) somente retardam o tempo para aparecim ento do defeito mas este 











































PERFIS FENOTÍPICOS DOS ISOLADOS PELO API 20 A 
  











































































































































































































































































































































































Anexo 2 – Tabela 1. Comparação entre o perfil bioqu ímico do isolado C1I11EEXPKP e os padrões 






















Gram + 4 + 1 + 5 + + + + 
Esporos + 4 + 1 + 5  + + + 
motilidade + + +  + + + 
sacarolítico +    +  - 
proteolítico - + - + +  + 
T  desenvolv. 22ºC       
Catalase - 4 - 1 - - - - - 
Crescimento 
aerobiose 
- 4 - - 5 - - - - 
Sensibilidade 
metronidazol 
+ + + + + + + 
Fermentação        
Arabinose +     - + 
adonitol      -  
Celobiose +     + + 
Frutose + + +   +  
Galactose + +    -  
Glicose + + +   + + 
gluconato  +      
Inositol  +    +  
inulina      -  
lactose      - + 
Maltose + +    + + 
Manose + + +   + + 
Manitol + +    - + 
melibiose  +      
N-
acetilglicosamina 
  +     
rafinose  +    - + 
ramnose  +    - + 
ribose   +     
sacarose  +    - + 
salicina +     +  
Amido +      + 
Sorbitol +     - + 
trealose      + + 
Xilose +  +   - + 
Hidrólise  gelatina NR2 - 2 - 5 - 2 + + - 
Presença 
lecitinase 























Presença lipase NR2 +2 NR 2 - 2   - 
Hidrólise leite   - 5     
Digestão da 
caseína 
- 4  +/- 5    - 
Digestão da carne NR2 +2 +/- 5 - 2   + 
Produção de indol   - 2    - 
Redução do 
nitrato 
 + 1 - 5 - 1    
Presença de 
oxidase 
       
Hidrólise uréia       - 






   - 
Hidrólise 
esculina 
+3 -3 - 2   + - 
Hidrólise amido + 2 + 2 - 2 -2  + + 
Continuação: Anexo 2 – Tabela 1. Comparação entre o  perfil bioquímico do isolado C1I11EEXPKP 
e os padrões para deterioração de carne bovina emba lada a vácuo. 
 
1 Kalchayanand et al, 1993; 2 Broda et al, 1999; 3 Broda et al, 2000; 4 Collins et al (1992); 5 Lawsonet al 
































Anexo 2– Tabela 2. Comparação entre o perfil bioquí mico do isolado C1I13ESUPPKP e os padrões 
























Gram + 4 + 1 + 5 + + + + 
Esporos + 4 + 1 + 5  + + + 
motilidade + + +  + + + 
sacarolítico +    +  - 
proteolítico - + - + +  + 
T  desenvolv. 22ºC       
Catalase - 4 - 1 - - - - - 
Crescimento 
aerobiose 
- 4 - - 5 - - - - 
Sensibilidade 
metronidazol 
+ + + + + + + 
Fermentação        
Arabinose +     - + 
adonitol      -  
Celobiose +     + + 
Frutose + + +   +  
Galactose + +    -  
Glicose + + +   + + 
gluconato  +      
Inositol  +    +  
inulina      -  
lactose      - + 
Maltose + +    + + 
Manose + + +   + + 
Manitol + +    - + 




  +     
rafinose  +    - - 
ramnose  +    - - 
ribose   +     
sacarose  +    - + 
salicina +     + + 
Amido +      - 
Sorbitol +     - - 

























Xilose +  +   - + 
Hidrólise  
gelatina 
NR2 - 2 - 5 - 2 + + - 
Presença 
lecitinase 
 - 2 - 2 - 2 +  + 
Presença lipase NR2 +2 NR 2 - 2   - 
Hidrólise leite   - 5     
Digestão da 
caseína 
- 4  +/- 5    - 
Digestão da 
carne 
NR2 +2 +/- 5 - 2   + 
Produção de 
indol 
  - 2    - 
Redução do 
nitrato 
 + 1 - 5 - 1    
Presença de 
oxidase 
       
Hidrólise uréia       - 
Produção  
amônia 






   + 
Hidrólise 
esculina 
+3 -3 - 2   + + 
Hidrólise amido + 2 + 2 - 2 -2  + - 
Continuação: Anexo 2– Tabela 2. Comparação entre o perfil bioquímico do isolado C1I13ESUPPKP 
e os padrões para deterioração de carne bovina emba lada a vácuo. 
 
Onde: 1 Kalchayanand et al, 1993; 2 Broda et al, 1999; 3 Broda et al, 2000; 4 Collins et al (1992); 5 


















Anexo 2– Tabela 3. Comparação entre o perfil bioquí mico do isolado C1I14ESUPPC e os padrões 


























Gram + 4 + 1 + 5 + + + + 
Esporos + 4 + 1 + 5  + + + 
motilidade + + +  + +  
sacarolítico +    +  + 
proteolítico     +  - 
T  desenvolv. 22ºC       
Catalase - 4 - 1     - 
Crescimento 
aerobiose 
- 4  - 5    - 
Sensibilidade 
metronidazol 
+      + 
Fermentação        
Arabinose +     - + 
adonitol      -  
Celobiose +     + - 
Frutose + + +   +  
Galactose + +    -  
Glicose + + +   + + 
gluconato  +      
Inositol  +    +  
inulina      -  
lactose      - - 
Maltose + +    + + 
Manose + + +   + + 
Manitol + +    - - 




  +     
rafinose  +    - - 
ramnose  +    - - 
ribose   +     
sacarose  +    - + 
salicina +     + - 
Amido +      + 


























trealose      + + 



















 - 2 - 2 - 2 +  - 
Presença 
lipase 
NR2 +2 NR 2 - 2   + 
Hidrólise  
leite 
  - 5     
Digestão da 
caseína 
- 4  +/- 5    - 
Digestão da 
carne 
NR2 +2 +/- 5 - 2    
Produção de 
indol 
  - 2    - 
Redução do 
nitrato 
 + 1 - 5 - 1    
Presença de 
oxidase 
      - 
Hidrólise 
uréia 
      - 
Produção  
amônia 






   + 
Hidrólise 
esculina 
+3 -3 - 2   + + 
Hidrólise 
amido 
+ 2 + 2 - 2 -2  + + 
Continuação: Anexo 2– Tabela 3. Comparação entre o perfil bioquímico do isolado C1I14ESUPPC 
e os padrões para deterioração de carne bovina emba lada a vácuo. 
 
Onde: 1 Kalchayanand et al, 1993; 2 Broda et al, 1999; 3 Broda et al, 2000; 4 Collins et al (1992); 5 










Anexo 3– Tabela 4. Comparação entre o perfil bioquí mico do isolado C4I8RCMEX e os padrões 
























Gram + 4 + 1 + 5 + + + + 
Esporos + 4 + 1 + 5  + + + 
motilidade + + +  + + + 
sacarolítico +    +  - 
proteolítico - + - + +  + 
T  desenvolv. 22ºC       
Catalase - 4 - 1 - - - - - 
Crescimento 
aerobiose 
- 4 - - 5 - - - - 
Sensibilidade 
metronidazol 
+ + + + + + + 
Fermentação        
Arabinose +     - + 
adonitol      -  
Celobiose +     + + 
Frutose + + +   +  
Galactose + +    -  
Glicose + + +   + + 
gluconato  +      
Inositol  +    +  
inulina      -  
lactose      - + 
Maltose + +    + + 
Manose + + +   + + 
Manitol + +    - + 




  +     
rafinose  +    - + 
ramnose  +    - + 
ribose   +     
sacarose  +    - + 
salicina +     + + 
Amido +      - 
























trealose      + + 
Xilose +  +   - + 
Hidrólise  
gelatina 
NR2 - 2 - 5 - 2 + + - 
Presença 
lecitinase 
 - 2 - 2 - 2 +  + 
Presença lipase NR2 +2 NR 2 - 2   - 
Hidrólise leite   - 5     
Digestão da 
caseína 
- 4  +/- 5    - 
Digestão da 
carne 
NR2 +2 +/- 5 - 2   + 
Produção de 
indol 
  - 2    - 
Redução do 
nitrato 
 + 1 - 5 - 1    
Presença de 
oxidase 
       
Hidrólise uréia       - 
Produção  
amônia 






   - 
Hidrólise 
esculina 
+3 -3 - 2   + - 
Hidrólise amido + 2 + 2 - 2 -2  + - 
Continuação: Anexo 3– Tabela 4. Comparação entre o perfil bioquímico do isolado C4I8RCMEX e 
os padrões para deterioração de carne bovina embala da a vácuo. 
 
Onde: 1 Kalchayanand et al, 1993; 2 Broda et al, 1999; 3 Broda et al, 2000; 4 Collins et al (1992); 5 
















Anexo 2– Tabela 5. Comparação entre o perfil bioquí mico do isolado C2I2EXRCM e os padrões 

























Gram + 4 + 1 + 5 + + + + 
Esporos + 4 + 1 + 5  + + + 
motilidade + + +  + + + 
sacarolítico +    +  + 
proteolítico     +  - 
T  desenvolv. 22ºC       
Catalase - 4 - 1     - 
Crescimento 
aerobiose 
- 4  - 5    - 
Sensibilidade 
metronidazol 
+      + 
Fermentação        
Arabinose +     - + 
adonitol      -  
Celobiose +     + - 
Frutose + + +   +  
Galactose + +    -  
Glicose + + +   + + 
gluconato  +      
Inositol  +    +  
inulina      -  
lactose      -  
Maltose + +    + + 
Manose + + +   + + 
Manitol + +    - - 




  +     
rafinose  +    - - 
ramnose  +    - - 
ribose   +     
sacarose  +    - - 
salicina +     +  
Amido +      - 

























trealose      + + 



















 - 2 - 2 - 2 +  - 
Presença lipase NR2 +2 NR 2 - 2   + 
Hidrólise  leite   - 5     
Digestão da 
caseína 
- 4  +/- 5    - 
Digestão da 
carne 
NR2 +2 +/- 5 - 2    
Produção de 
indol 
  - 2    - 
Redução do 
nitrato 
 + 1 - 5 - 1    
Presença de 
oxidase 
      - 
Hidrólise uréia       - 
Produção  
amônia 






   - 
Hidrólise 
esculina 
+3 -3 - 2   + - 
Hidrólise amido + 2 + 2 - 2 -2  + - 
Continuação: Anexo 2– Tabela 5. Comparação entre o perfil bioquímico do isolado C2I2EXRCM e 
os padrões para deterioração de carne bovina embala da a vácuo. 
 
Onde: 1 Kalchayanand et al, 1993; 2 Broda et al, 1999; 3 Broda et al, 2000; 4 Collins et al (1992); 5 















Anexo 2– Tabela 6. Comparação entre o perfil bioquí mico do isolado C2I5EXCHPKP e os padrões 
























Gram + 4 + 1 + 5 + + + + 
Esporos + 4 + 1 + 5  + + + 
motilidade + + +  + + + 
sacarolítico +    +  + 
proteolítico - + - + +  - 
T  desenvolv. 22ºC       
Catalase - 4 - 1 - - - - - 
Crescimento 
aerobiose 
- 4 - - 5 - - - - 
Sensibilidade 
metronidazol 
+ + + + + + + 
Fermentação        
Arabinose +     - - 
adonitol      -  
Celobiose +     + - 
Frutose + + +   +  
Galactose + +    -  
Glicose + + +   + + 
gluconato  +      
Inositol  +    +  
inulina      -  
lactose      - - 
Maltose + +    + - 
Manose + + +   + + 
Manitol + +    - - 




  +     
rafinose  +    - - 
ramnose  +    - - 
ribose   +     
sacarose  +    - - 
salicina +     + - 
Amido +      + 
























trealose      + - 
Xilose +  +   - - 
Hidrólise  
gelatina 
NR2 - 2 - 5 - 2 + + - 
Presença 
lecitinase 
 - 2 - 2 - 2 +  - 
Presença lipase NR2 +2 NR 2 - 2   - 
Hidrólise leite   - 5     
Digestão da 
caseína 
- 4  +/- 5    - 
Digestão da 
carne 
NR2 +2 +/- 5 - 2   - 
Produção de 
indol 
  - 2    - 
Redução do 
nitrato 
 + 1 - 5 - 1    
Presença de 
oxidase 
       
Hidrólise uréia       - 
Produção  
amônia 






   - 
Hidrólise 
esculina 
+3 -3 - 2   + - 
Hidrólise amido + 2 + 2 - 2 -2  + + 
Continuação: Anexo 2– Tabela 6. Comparação entre o perfil bioquímico do isolado C2I5EXCHPKP 
e os padrões para deterioração de carne bovina emba lada a vácuo. 
 
Onde: 1 Kalchayanand et al, 1993; 2 Broda et al, 1999; 3 Broda et al, 2000; 4 Collins et al (1992); 5 

















Anexo 2– Tabela 7. Comparação entre o perfil bioquímico do isolado C2I 8EXCHPC e os padrões 























Gram + 4 + 1 + 5 + + + + 
Esporos + 4 + 1 + 5  + + + 
motilidade + + +  + + + 
sacarolítico +    +  - 
proteolítico - + - + +  ++ 
T  desenvolv. 22ºC       
Catalase - 4 - 1 - - - - - 
Crescimento 
aerobiose 
- 4 - - 5 - - - - 
Sensibilidade 
metronidazol 
+ + + + + + + 
Fermentação        
Arabinose +     - + 
adonitol      -  
Celobiose +     + + 
Frutose + + +   +  
Galactose + +    -  
Glicose + + +   + + 
gluconato  +      
Inositol  +    +  
inulina      -  
lactose      - + 
Maltose + +    + + 
Manose + + +   + + 
Manitol + +    - + 




  +     
rafinose  +    - - 
ramnose  +    - + 
ribose   +     
sacarose  +    - + 
salicina +     + + 
Amido +      + 
























trealose      + + 
Xilose +  +   - + 
Hidrólise  
gelatina 
NR2 - 2 - 5 - 2 + + - 
Presença 
lecitinase 
 - 2 - 2 - 2 +  - 
Presença lipase NR2 +2 NR 2 - 2   + 
Hidrólise leite   - 5     
Digestão da 
caseína 
- 4  +/- 5    - 
Digestão da 
carne 
NR2 +2 +/- 5 - 2   + 
Produção de 
indol 
  - 2    - 
Redução do 
nitrato 
 + 1 - 5 - 1    
Presença de 
oxidase 
       
Hidrólise uréia       - 
Produção  
amônia 






   - 
Hidrólise 
esculina 
+3 -3 - 2   + - 
Hidrólise amido + 2 + 2 - 2 -2  + + 
Continuação: Anexo 2– Tabela 7. Comparação entre o perfil bioquímico do isolado C2I 8EXCHPC 
e os padrões para deterioração de carne bovina emba lada a vácuo . 
 
Onde: 1 Kalchayanand et al, 1993; 2 Broda et al, 1999; 3 Broda et al, 2000; 4 Collins et al (1992); 

















Anexo 2– Tabela 8. Comparação entre o perfil bioquímico do isolado C4I 8RCMEX e os padrões para 
























Gram + 4 + 1 + 5 + + + + 
Esporos + 4 + 1 + 5  + + + 
motilidade + + +  + + + 
sacarolítico +    +  + 
proteolítico - + - + +  - 
T  desenvolv. 22ºC       
Catalase - 4 - 1 - - - - - 
Crescimento 
aerobiose 
- 4 - - 5 - - - - 
Sensibilidade 
metronidazol 
+ + + + + + + 
Fermentação        
Arabinose +     - - 
adonitol      -  
Celobiose +     + - 
Frutose + + +   +  
Galactose + +    -  
Glicose + + +   + + 
gluconato  +      
Inositol  +    +  
inulina      -  
lactose      - - 
Maltose + +    + - 
Manose + + +   + + 
Manitol + +    - + 




  +     
rafinose  +    - - 
ramnose  +    - - 
ribose   +     
sacarose  +    - - 
salicina +     + - 
























Sorbitol +     - - 
trealose      + - 
Xilose +  +   - + 
Hidrólise  
gelatina 
NR2 - 2 - 5 - 2 + + + 
Presença 
lecitinase 
 - 2 - 2 - 2 +  + 
Presença lipase NR2 +2 NR 2 - 2   - 
Hidrólise leite   - 5     
Digestão da 
caseína 
- 4  +/- 5    - 
Digestão da 
carne 
NR2 +2 +/- 5 - 2   - 
Produção de 
indol 
  - 2    - 
Redução do 
nitrato 
 + 1 - 5 - 1    
Presença de 
oxidase 
       
Hidrólise uréia       - 
Produção  
amônia 






   - 
Hidrólise 
esculina 
+3 -3 - 2   + - 
Hidrólise amido + 2 + 2 - 2 -2  + - 
Continuação: Anexo 2– Tabela 8. Comparação entre o perfil bioquímico do isolado C4I 8RCMEX e 
os padrões para deterioração de carne bovina embala da a vácuo.   
 
Onde: 1 Kalchayanand et al, 1993; 2 Broda et al, 1999; 3 Broda et al, 2000; 4 Collins et al (1992); 5 
















Anexo 2– Tabela 9. Comparação entre o perfil bioquímico do isolado C5I 7PCCOR e os padrões para 
























Gram + 4 + 1 + 5 + + + + 
Esporos + 4 + 1 + 5  + + + 
motilidade + + +  + + + 
sacarolítico +    +  - 
proteolítico - + - + +  + 
T  desenvolv. 22ºC       
Catalase - 4 - 1 - - - - - 
Crescimento 
aerobiose 
- 4 - - 5 - - - - 
Sensibilidade 
metronidazol 
+ + + + + + + 
Fermentação        
Arabinose +     - - 
adonitol      -  
Celobiose +     + - 
Frutose + + +   +  
Galactose + +    -  
Glicose + + +   + + 
gluconato  +      
Inositol  +    +  
inulina      -  
lactose      - + 
Maltose + +    + + 
Manose + + +   + + 
Manitol + +    - + 




  +     
rafinose  +    - - 
ramnose  +    - + 
ribose   +     
sacarose  +    - + 
salicina +     + + 
























Sorbitol +     - + 
trealose      + + 
Xilose +  +   - + 
Hidrólise  
gelatina 
NR2 - 2 - 5 - 2 + + - 
Presença 
lecitinase 
 - 2 - 2 - 2 +  + 
Presença lipase NR2 +2 NR 2 - 2   - 
Hidrólise leite   - 5     
Digestão da 
caseína 
- 4  +/- 5    - 
Digestão da 
carne 
NR2 +2 +/- 5 - 2   + 
Produção de 
indol 
  - 2    - 
Redução do 
nitrato 
 + 1 - 5 - 1    
Presença de 
oxidase 
       
Hidrólise uréia       - 
Produção  
amônia 






   - 
Hidrólise 
esculina 
+3 -3 - 2   + - 
Hidrólise amido + 2 + 2 - 2 -2  + + 
Continuação: Anexo 2– Tabela 9. Comparação entre o perfil bioquímico do isolado C5I 7PCCOR e 
os padrões para deterioração de carne bovina embala da a vácuo. 
 
Onde: 1 Kalchayanand et al, 1993; 2 Broda et al, 1999; 3 Broda et al, 2000; 4 Collins et al (1992); 5 















Anexo 2– Tabela 10. Comparação entre o perfil bioquímico do isolado C9I 6RCMEX/SUP e os 

























Gram + 4 + 1 + 5 + + + + 
Esporos + 4 + 1 + 5  + + + 
motilidade + + +  + + + 
sacarolítico +    +  - 
proteolítico - + - + +  + 
T  desenvolv. 22ºC       
Catalase - 4 - 1 - - - - - 
Crescimento 
aerobiose 
- 4 - - 5 - - - - 
Sensibilidade 
metronidazol 
+ + + + + + + 
Fermentação        
Arabinose +     - + 
adonitol      -  
Celobiose +     + + 
Frutose + + +   +  
Galactose + +    -  
Glicose + + +   + + 
gluconato  +      
Inositol  +    +  
inulina      -  
lactose      - + 
Maltose + +    + + 
Manose + + +   + + 
Manitol + +    - + 




  +     
rafinose  +    - - 
ramnose  +    - - 
ribose   +     
sacarose  +    - + 
salicina +     + + 
Amido +      - 

























trealose      + + 
Xilose +  +   - + 
Hidrólise  
gelatina 
NR2 - 2 - 5 - 2 + + + 
Presença 
lecitinase 
 - 2 - 2 - 2 +  + 
Presença lipase NR2 +2 NR 2 - 2   - 
Hidrólise leite   - 5     
Digestão da 
caseína 
- 4  +/- 5    - 
Digestão da 
carne 
NR2 +2 +/- 5 - 2   + 
Produção de 
indol 
  - 2    - 
Redução do 
nitrato 
 + 1 - 5 - 1    
Presença de 
oxidase 
       
Hidrólise uréia       - 
Produção  
amônia 






   + 
Hidrólise 
esculina 
+3 -3 - 2   + + 
Hidrólise amido + 2 + 2 - 2 -2  + - 
Continuação: Anexo 2– Tabela 10. Comparação entre o perfil bioquímico do isolado 
C9I6RCMEX/SUP e os padrões para deterioração de car ne bovina embalada a vácuo. 
 
Onde: 1 Kalchayanand et al, 1993; 2 Broda et al, 1999; 3 Broda et al, 2000; 4 Collins et al (1992) 

















Anexo 2 – Tabela 11. Comparação entre o perfil bioq uímico do isolado LMI13CA/EC4°C e os 
























Gram + 4 + 1 + 5 + + + + 
Esporos + 4 + 1 + 5  + + + 
motilidade + + +  + + + 
sacarolítico +    +  + 
proteolítico - + - + +  - 
T  desenvolv. 22ºC       
Catalase - 4 - 1 - - - - - 
Crescimento 
aerobiose 
- 4 - - 5 - - - - 
Sensibilidade 
metronidazol 
+ + + + + + + 
Fermentação        
Arabinose +     - - 
adonitol      -  
Celobiose +     + + 
Frutose + + +   +  
Galactose + +    -  
Glicose + + +   + + 
gluconato  +      
Inositol  +    +  
inulina      -  
lactose      - + 
Maltose + +    + + 
Manose + + +   + + 
Manitol + +    - - 




  +     
rafinose  +    - - 
ramnose  +    - - 
ribose   +     
sacarose  +    - + 
salicina +     + + 
























Sorbitol +     - - 
trealose      + - 
Xilose +  +   - - 
Hidrólise  
gelatina 
NR2 - 2 - 5 - 2 + + - 
Presença 
lecitinase 
 - 2 - 2 - 2 +  - 
Presença lipase NR2 +2 NR 2 - 2   - 
Hidrólise leite   - 5     
Digestão da 
caseína 
- 4  +/- 5    - 
Digestão da 
carne 
NR2 +2 +/- 5 - 2   - 
Produção de 
indol 
  - 2    - 
Redução do 
nitrato 
 + 1 - 5 - 1    
Presença de 
oxidase 
       
Hidrólise uréia       - 
Produção  
amônia 






   + 
Hidróli se 
esculina 
+3 -3 - 2   + + 
Hidrólise amido + 2 + 2 - 2 -2  + + 
Continuação: Anexo 2 – Tabela 11. Comparação entre o perfil bioquímico do isolado 
LMI13CA/EC4°C e os padrões para deterioração de car ne bovina embalada a vácuo 
  
Onde: 1 Kalchayanand et al, 1993; 2 Broda et al, 1999; 3 Broda et al, 2000; 4 Collins et al (1992) 
















Anexo 2– Tabela 12. Comparação entre o perfil bioqu ímico do isolado LMI1C4°C e os padrões para 























Gram + 4 + 1 + 5 + + + + 
Esporos + 4 + 1 + 5  + + + 
motilidade + + +  + + + 
sacarolítico +    +  + 
proteolítico - + - + +  - 
T  desenvolv. 22ºC       
Catalase - 4 - 1 - - - - - 
Crescimento 
aerobiose 
- 4 - - 5 - - - - 
Sensibilidade 
metronidazol 
+ + + + + + + 
Fermentação        
Arabinose +     - - 
adonitol      -  
Celobiose +     + + 
Frutose + + +   +  
Galactose + +    -  
Glicose + + +   + + 
gluconato  +      
Inositol  +    +  
inulina      -  
lactose      - - 
Maltose + +    + + 
Manose + + +   + + 
Manitol + +    - - 




  +     
rafinose  +    - - 
ramnose  +    - - 
ribose   +     
sacarose  +    - - 
salicina +     + + 























Sorbitol +     - - 
trealose      + - 
Xilose +  +   - - 
Hidrólise  
gelatina 
NR2 - 2 - 5 - 2 + + - 
Presença 
lecitinase 
 - 2 - 2 - 2 +  - 
Presença lipase NR2 +2 NR 2 - 2   - 
Hidrólise leite   - 5     
Digestão da 
caseína 
- 4  +/- 5    - 
Digestão da 
carne 
NR2 +2 +/- 5 - 2   - 
Produção de 
indol 
  - 2    - 
Redução do 
nitrato 
 + 1 - 5 - 1    
Presença de 
oxidase 
       
Hidrólise uréia       - 
Produção  
amônia 






   - 
Hidrólise 
esculina 
+3 -3 - 2   + - 
Hidrólise amido + 2 + 2 - 2 -2  + - 
Continuação: Anexo 2– Tabela 12. Comparação entre o  perfil bioquímico do isolado LMI1C4°C e os 
padrões para deterioração de carne bovina embalada a vácuo. 
 
Onde: 1 Kalchayanand et al, 1993; 2 Broda et al, 1999; 3 Broda et al, 2000; 4 Collins et al (1992) 
5 Lawsonet al (1994); NR – não realizado 
 
